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1.1. Staphylococcus aureus: UN PATOGENO OPORTUNISTA. 
Staphylococcus aureus es un coco gram positivo, anaerobio facultativo, que forma 
agrupaciones en racimos dado que al dividirse las células permanecen parcialmente adheridas.  Se 
caracteriza, entre los estafilococos, por producir coagulasa, fermentar el manitol y la pigmentación 
dorada de sus colonias (1).  Aproximadamente el 30% de población se encuentra colonizada por                    
S. aureus en forma permanente, mientras que algunas personas se colonizan de manera intermitente 
(2). La parte anterior de las fosas nasales es el sitio más frecuente de colonización, aunque S. aureus 
puede colonizar además la piel, la orofaringe y el tracto gastrointestinal (3), sirviendo estos sitios de 
reservorio para la bacteria.  La piel y las mucosas constituyen una barrera mecánica contra la 
invasión por microorganismos.  Si estas barreras se alteran, S. aureus puede ganar acceso al tejido 
subyacente produciendo enfermedad (4).  Es por ello que, los individuos colonizados adquieren 
infecciones más frecuentemente, aunque la colonización previa no constituye un requisito 
indispensable para la infección por dicho microorganismo (2, 3).  Aquellos pacientes que han sido 
cateterizados o que han sufrido una intervención quirúrgica corren un riesgo mayor de infección (5), 
así como también aquellos que sufren defectos en la función leucocitaria (3). 
S. aureus es el principal agente causal de infecciones en piel, siendo la gravedad de este tipo 
de infecciones variable. Los agentes etiológicos mas frecuentemente asociados a infecciones de piel 
y tejidos blandos son S. aureus (6) y Streptococcus β-hemolíticos (7, 8).  Las infecciones cutáneas 
resultan en lesiones piógenas caracterizadas por eritema, calor, frecuente ulceración y drenaje de 
material purulento (9–11).  Microscópicamente dichas lesiones están compuestas principalmente por 
neutrófilos, los cuales son rápidamente reclutados al sitio de infección (12) y resultan indispensables 
para controlar la infección y erradicar a S. aureus (13–15).  Las abrasiones y foliculitis causadas por 
S. aureus generalmente se pueden controlar con terapia oral y tópica de antibióticos y/o incisión y 
drenaje (9).  Por el contrario, las infecciones de piel que se propagan a los tejidos blandos más 
profundos pueden ser particularmente difíciles de tratar y a menudo requieren hospitalización, 
administración de antibióticos por vía intravenosa y eventualmente cirugía (16, 17).  
S. aureus es a su vez, un importante agente causal de infecciones asociadas a la presencia de 
prótesis, catéteres y a heridas quirúrgicas.  En este sentido, en pacientes que se encuentran bajo 
regímenes de diálisis peritoneal, una complicación de importancia son las peritonitis por S. aureus 
que pueden dar lugar a la remoción del catéter y en algunos casos incluso el desarrollo de 
bacteriemias con elevada mortalidad (18, 19). La diálisis peritoneal es un tratamiento ampliamente 
utilizado en pacientes pediátricos que se encuentran en el estadío final de enfermedad renal (20). La 
frecuencia de peritonitis en niños bajo diálisis peritoneal excede ampliamente la tasa de peritonitis en 





Entre los agentes causales de peritonitis que presentan mayor morbilidad y mortalidad se encuentran:             
S. aureus (24–26), Pseudomonas aeruginosa (27, 28), hongos (29, 30), Micobacterias (31) y 
microorganismos endémicos (32–35).  Entre ellos, S. aureus se encuentra asociado a los cuadros de 
peritonitis más severos y a un mayor riesgo de peritonitis recurrentes (18, 36).  La colonización nasal 
por S. aureus es un factor de riesgo en el desarrollo de peritonitis en pacientes en diálisis peritoneal, 
siendo en muchos casos el aislamiento que coloniza al paciente indistinguible del que causa la 
peritonitis (37–40). 
S. aureus puede causar además, neumonía, endocarditis, osteomielitis, artritis séptica, 
abscesos en diferentes órganos.  La diseminación de S. aureus desde el foco de infección puede dar 
lugar a bacteriemia e invasión de diferentes tejidos.  Asimismo, la presencia de catéteres y otros 
dispositivos implantables pueden contribuir significativamente a la bacteriemia. La bacteriemia por      
S. aureus se encuentra asociada a una elevada morbilidad y una tasa de mortalidad de entre el 15 y 
25% debido al desarrollo de sepsis, lo cual provoca un fuerte impacto en el sistema de salud (41). 
Una característica a destacar de las infecciones causadas por S. aureus es la recurrencia que 
se da en un 8-33% de las infecciones de piel y tejidos blandos y en las bacteriemias debido a que la 
infección primaria no permite el desarrollo de inmunidad protectiva frente a este patógeno (42).  
Asimismo, el tratamiento de las infecciones por S. aureus consiste un gran problema para la salud 
pública debido a la frecuencia de cepas resistentes a meticilina (SAMR) y la aparición de cepas con 
resistencia intermedia a vancomicina (43–45), situación que no escapa a nuestro país (46–49). 
 
1.2. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE S. aureus. 
La patogenicidad de S. aureus se debe a la acción coordinada de múltiples factores de 
virulencia, que le permiten adherirse a las células o tejidos, invadir y causar daño, así como evadir el 
sistema inmune (Figura 1) (3, 50).  La expresión de los genes que codifican para factores de 
virulencia se encuentra rigurosamente regulada por sistemas regulatorios de dos componentes (51, 












Figura 1.  Componentes de S. aureus involucrados en la patogenia de las infecciones causadas por 
dicho microorganismo. Adaptado de Lowy, F. et al., 1998 (3). 
 
1.2.1. Adhesión. 
S. aureus es un patógeno primariamente extracelular.  Para que la infección tenga lugar se 
requiere la adhesión a los componentes de la matriz extracelular.  La adhesión se encuentra mediada 
por proteínas denominadas adhesinas pertenecientes a la familia MSCRAMMs (del inglés “microbial 
surface components recognizing adhesive matriz molecules”), las cuales en la mayoría de los casos 
están covalentemente ancladas al peptidoglicano de la pared celular (50, 58).  Entre las adhesinas 
expresadas por S. aureus se destacan: la proteína de unión a la fibronectina (FnBP: del inglés 
“fibronecting binding protein”), la proteína de unión al colágeno (Cna: del inglés “collagen binding 
protein”), el factor de aglutinación A (ClfA: del inglés “clumping factor A”) y la proteína de unión a la 
elastina (EbpS: del inglés “elastin binding protein”) (Figura 1) (58).  Dichas adhesinas además son 
capaces de activar las defensas del hospedador.  Por ejemplo, FnBP estimula la internalización de la 
bacteria por células epiteliales y endoteliales a través de un puente fibronectina-51 integrina (58) y 








1.2.2. Invasión tisular y daño.  
S. aureus es capaz de producir una gran variedad de enzimas extracelulares tales como 
proteasas, hialorunidasas, lipasas y nucleasas las cuales facilitan la invasión (3, 5).  S. aureus secreta 
además modulinas solubles en fenol (PSMs: del inglés “phenol soluble modulins”) y diferentes toxinas 
las cuales dañan las membranas celulares induciendo la lisis de células del huésped.  Las toxinas 
formadoras de poro (β-PFTs: del ingles “β-barrel pore-forming toxins”) son secretadas como 
monómeros y su asociación con los receptores diana en las superficies celulares permite el 
ensamblado de los poros que darán lugar a la lisis celular (59).  En entre ellas, la hemolisina-α (Hla) 
se destaca por modular la función de células inmunes, incluidos los neutrófilos y ser el principal factor 
causante de daño en infecciones de piel ya que induce la lisis de las células epiteliales (60, 61).        
La Hla se une al receptor en las células del huésped y forma un poro heptamérico a través de la 
actividad metaloproteinasa de ADAM10 (60, 62).  La relevancia biológica de esta toxina se evidenció 
utilizando diferentes modelos de infección en los que se demostró que cepas mutantes que no 
expresan Hla son atenuadas en modelos de neumonía, bacteriemia y dermonecrosis (62–65).  La lisis 
de eritrocitos, leucocitos, células epiteliales y endoteliales mediado por Hla conduce además, a la 
liberación de citoquinas pro-inflamatorias (3) intensificando el daño tisular.  Asimismo, se ha 
propuesto que las hemolisinas producidas por S. aureus participarían en el escape de la bacteria 
desde el endosoma hacia el citoplasma de los macrófagos, contribuyendo así a la persistencia en el 
medio intracelular (66). 
Otras β-PFTs secretadas por S. aureus son las leucocidinas, las cuales se encuentran 
formadas por dos subunidades distintas que se ensamblan para formar poros octaméricos (67, 68). 
Todas las cepas de S. aureus producen al menos tres leucocidinas: hemolisina-γ AB (HlgAB: del 
inglés “gamma-Hemolysin AB”.), hemolisina-γ CB (HlgCB: del inglés “gamma-Hemolysin CB”) y 
leucocidina AB (LukAB: del inglés “Leukocidin AB”), mientras que otras cepas pueden también 
expresar leucocidina de Panton–Valentine (PVL: del inglés “Panton–Valentine leucocidin”) y 
leucocidina ED (LukED: del inglés “Leukocidin AB”) (67).  Estas toxinas actúan sobre un amplio rango 
de células inmunes causando su destrucción, lo que podría ser un importante mecanismo de evasión 
promoviendo la sobrevida y proliferación bacteriana (67, 68). 
Además de los factores de virulencia que causan daño directo en las células del huésped, gran 
parte de la patología asociada a las infecciones por S. aureus se debe a la intensa respuesta 








1.2.3. Inducción de respuesta inflamatoria. 
Las infecciones causadas por S. aureus se caracterizan por la inducción de una importante 
respuesta inflamatoria. Luego de su ingreso, la bacteria es rápidamente reconocida por receptores 
celulares del sistema inmune innato del hospedador iniciando cascadas de señalización que 
conducen a la producción de citoquinas inflamatorias y quimioquinas las cuales dirigen el 
reclutamiento de neutrófilos al sitio de la infección.  Las células del hospedador reconocen, mediante 
receptores específicos denominados PRRs (del inglés “pathogen recognition receptors”) diversos 
motivos conservados de los microorganismos denominados PAMPs (del inglés “pathogen-associated 
molecular patterns”).  Entre los PAMPs bacterianos se encuentran el peptidoglicano de la pared 
celular, lipoproteínas, ácidos lipoteicoicos, lipopolisacáridos, ADN conteniendo CpG y flagelina.  Entre 
los receptores celulares que reconocen PAMPs se destacan en el caso del reconocimiento de          
S. aureus los receptores TLR2 (del inglés “Toll- like receptor-2”) y NOD (del inglés “nucleotide-binding 
oligomerization domain proteins”). 
 
1.2.3.1. Estructuras de S. aureus reconocidas por TLR2 y NOD. 
El TLR2 se expresa en la superficie celular de monocitos, macrófagos, neutrófilos, células 
dendríticas, células epiteliales, células endoteliales, astrocitos y mastocitos (3) y tiene la capacidad de 
reconocer una gran variedad de componentes microbianos, debido a su capacidad de formar 
complejos con otros receptores y moléculas accesorias tales como TLR1, TLR6, CD14 y CD36 (69, 
70).  El TLR2 participa en el reconocimiento de los ácidos lipoteicoicos, lipoproteínas y peptidoglicano 
de la pared celular de S. aureus (Figura 2) (70–72) y  cumple un rol importante durante las 
infecciones estafilocóccicas participando activamente en el reclutamiento de neutrófilos al sitio de 
infección (70).  
Los receptores NOD, que detectan microorganismos y sus componentes en el medio 
intracelular, están involucrados en la respuesta inmune innata regulando la inducción de citoquinas 
por ligandos bacterianos.  El receptor NOD2 sensa al muramil dipéptido derivado del peptidoglicano 
de S. aureus (Figura 2) (73). Este receptor se encuentra mayoritariamente expresado en 
monocitos/macrófagos y es capaz de detectar motivos comunes de peptidoglicano presentes en 
bacterias tanto gram negativas como gram positivas (3).  Se ha demostrado que el reconocimiento de 
S. aureus y el muramil dipéptido presente en la membrana por NOD2 se encuentra facilitado por la 
acción de la Hla, la cual permite el acceso de peptidoglicano al citoplasma mediante la formación 
poros (74).  La estimulación de NOD2 activa el factor de transcripción NF-κB, promoviéndose la 





producción de IL-6 y la liberación de especies reactivas del oxígeno en los neutrófilos constituyendo 
un mecanismo crítico para eliminar la bacteria (74). 
Recientemente se demostró que el peptidoglicano no sólo co-localiza con NOD2 sino que 
también lo hace con TLR2 en forma independiente (71).  Posiblemente, el peptidoglicano actúe como 
un ligando débil de TLR2 potenciando la respuesta inmune del hospedador generada por otros 
componentes bacterianos más potentes (70).  TLR2 y NOD2 activan al factor de transcripción NF-κB 
el cual controla la expresión de genes que codifican para numerosas citoquinas, quemoquinas y 
moléculas co-estimulatorias necesarias para la activación de la respuesta inmune innata del 
hospedador (70). 
 
Figura 2. Reconocimiento de los PAMPs de S. aureus por las células del hospedador y cascadas de 
señalización involucradas. 
 
1.2.3.2. Otros receptores que participan en la respuesta inflamatoria inducida por S. aureus: TNFR1 y 
EGFR. 
Existen diferentes componentes bacterianos que se unen a receptores no PRR que les 
permiten ejercer su acción, en algunos casos activando una respuesta inflamatoria.  Entre ellos, la 
proteína A (SpA) induce la producción de mediadores inflamatorios mediante la señalización a través 





factor receptor 1”) y del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés “epidermal 
growth factor receptor”).  SpA es una proteína de 42 KDa, altamente conservada entre las diferentes 
cepas de S. aureus, la cual se encuentra covalentemente unida a la pared celular por medio de su 
extremo carboxi-terminal (Figura 3A) y puede además ser secretada al medio extracelular. En su 
forma secretada contiene el péptido de direccionamiento sin procesar por lo cual su tamaño es mayor 
(~65KDa). En su extremo amino-terminal, presenta cinco dominios conservados (E, D, A, B, C) de 
~58 residuos, que son los responsables de la unión a la porción Fc de las inmunoglobulinas, seguidos 
por la región Xr, la cual contiene un número variable de 8 residuos repetidos y la región Xc de anclaje 
a la pared celular (75). 
 
Figura 3. Estructura de la proteína A y reconocimiento por receptores del huesped. (A) La proteína SpA 
consta de 5 dominios de unión s IgG (en violeta), seguidos de las secuencias repetitivas ricas en prolinas Xr y 
finalmente la señal de anclado a la pared LPXTG. (B) A través de cada uno de sus dominios de unión a IgG, 
SpA activa la señalización a través de los receptores TNFR1 y EGFR induciendo citoquinas y quimioquinas. 
 
A través de cada uno de sus dominios de unión a inmunoglobulinas SpA es capaz de 
interaccionar con TNFR1 en diversos tipos celulares incluyendo células mieloides (76–79) y activar 





TNFR1 (Figura 3B). Cada uno de los cinco dominios conservados que se unen a IgG tiene la 
capacidad de unirse a TNFR1 y los aminoácidos involucrados son los mismos que interaccionan con 
la región Fc de la IgG (80). La activación de TNFR1 por SpA induce la producción de citoquinas 
inflamatorias y quimioquinas y el reclutamiento de neutrófilos a través de la activación de MAPKs (del 
inglés “Mitogen-activated protein kinases”) y NF-κB (del inglés “nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells”) (76, 81) (Figura 3B). Además de ser reconocida por TNFR1, SpA 
induce la fosforilación del EGFR activando la señalización a través del mismo. La activación de EGFR 
por SpA conduce a la fosforilación de los intermediarios intracelulares Erk1/2 (82) y STAT3 (83), los 
cuales se encuentran involucrados en la producción de citoquinas inflamatorias. 
 
1.2.4. Evasión del sistema inmune por S. aureus. 
Luego de su ingreso a tejidos sub-epidermicos o la sangre, S. aureus debe enfrentar la 
respuesta inmune innata, para ello posee múltiples mecanismos que le permiten evadir la eliminación 
por parte del sistema inmune (Tabla 1) (84).  El ingreso de S. aureus al huésped induce la activación 
del sistema del complemento y el reconocimiento por PRRs como TLR2 y NOD2 en macrófagos 
residentes y células somáticas, induciendo la producción de citoquinas y quimioquinas.  Los 
macrófagos y las células dendríticas fagocitan la bacteria y se activan por la señalización mediada por 
PRRs.  Las células dendríticas migran a los ganglios linfáticos regionales donde interaccionan con 
linfocitos T y moldean la inmunidad adaptativa.  La respuesta inflamatoria permite, además, la 
activación del endotelio y en consecuencia la extravasación de los neutrófilos atraídos desde el 
torrente sanguíneo.  La activación del endotelio permite la llegada de células dendríticas vírgenes y 
de componentes del sistema del complemento y activa la cascada de coagulación lo cual contribuye a 
evitar la diseminación bacteriana.  La erradicación de la bacteria en el período inicial depende en gran 
medida del reconocimiento del C3b depositado en la superficie bacteriana por los receptores CR (del 
inglés “complement receptor”) presentes en macrófagos y neutrófilos.  La fagocitosis y posterior 
muerte intracelular depende de la acción de citoquinas, en particular TNF-α y de la anfilotoxina C5a 
sobre los fagocitos. 
La activación del complemento posee un rol crucial en la inmunidad innata ya que permite 
eliminar a los microorganismos patógenos (85).  La activación del complemento puede ocurrir por tres 
vías diferentes, las cuales convergen en el clivaje del componente C3 dando origen a la anafilotoxina 
C3a y a la opsonina C3b, la cual es reconocida por el receptor mieloide CR1.  El C3b posee actividad 
de convertasa y cliva C5 dando lugar a la formación de la anafilotoxina C5a y el componente C5b.  
C5a media importantes eventos inflamatorios como la activación celular, la quimiotaxis, el estallido 





componente C5b por su parte rápidamente se asocia a C6, C7, C8 y múltiples moléculas de C9 para 
ensamblar el complejo de ataque a la membrana en la superficie de los microorganismos dando lugar 
a la lisis mediada por complemento. S. aureus, al ser una bacteria gram positiva posee una pared 
celular gruesa de peptidoglicano y varios mecanismos que inhiben la formación del poro lítico, por lo 
que resulta resistente a la lisis por complemento (86). 
La importancia del sistema del complemento en la erradicación de S. aureus queda demostrada 
al tener en cuenta los múltiples factores que esta bacteria posee para inhibir la acción del mismo.  
Algunos de ellos previenen la unión de C3b a la superficie bacteriana, entre los que podemos 
mencionar la cápsula (87), la metaloproteasa aerolisina (88), la proteína Sbi (del inglés 
“Staphylococcal immunoglobulin-binding protein”) (89), la proteína Efb (del inglés “Extracellular 
fibrinogen binding protein”) (90) y la proteína Ecb (del inglés “Extracellular Complement-binding 
Protein”) (90, 91). Otra diana es la anafilotoxina C5a.  La proteína SSL7 (del inglés “Staphylococcal 
superantigen-like protein 7”) se une a C5a inhibiendo no sólo la cascada del complemento sino 
también la repuesta inflamatoria inducida por dicho componente (92). Además de inhibir el sistema 
del complemento y la respuesta inflamatoria inducida por el mismo, S. aureus secreta proteínas que 
inhiben la quimiotaxis y la extravasación de neutrófilos. Entre estos factores podemos mencionar a 
SSL3 (del inglés “Staphylococcal superantigen-like protein 3”) que se une a los receptores            
TLR1-TLR2 y TLR2-TLR6 alterando su señalización (93) y a CHIPS (del inglés “chemotaxis inhibitory 
protein of S. aureus”) que se une al receptor de C5a (94). 
Cuando la bacteria es fagocitada por los neutrófilos queda expuesta a diferentes mecanismos 
microbicidas, tales como péptidos antimicrobianos, óxido nítrico y especies reactivas del oxígeno así 
como también a hidrolasas y enzimas proteolíticas (95). S. aureus posee mecanismos que le 
permiten sobrevivir al ataque de los neutrófilos. Por ejemplo, la acetilación del peptidoglicano le 
permite evadir la acción de la lisozima (96–98) y la expresión del pigmento carotenoide estafiloxantina 
le confiere resistencia al peróxido de hidrógeno y a los radicales hidroxilos (99, 100). Además de la 
estafiloxantina S. aureus produce superóxido dismutasa y catalasa que le permiten eliminar el anión 
superóxido (101) y el peróxido de hidrógeno (102) respectivamente. 
Además de inhibir la quimiotaxis y extravasación de neutrófilos, S. aureus posee múltiples 
toxinas (59–61, 67, 68) que lisan particularmente células inmunes, causando no sólo daño por 
liberación de su contenido celular sino también actuando como evasores de la respuesta inmune al 
eliminar las células efectoras de la misma. 
Una de las consecuencias de la respuesta inflamatoria es la activación de la cascada de la 
coagulación que cumple la funición de impedir la diseminación bacteriana. S. aureus toma ventaja de 





fagocitado por células inmunes.  En este mecanismo se encuentran involucradas las coagulasas de 
S. aureus Coa y vWbp (del inglés “von Willebrand factor-binding protein”) (103) así como también el 
ClfA y las FnBP A y B (104). 
 
Tabla 1: Factores de evasión de S. aureus y sus moléculas dianas. 
 
Nombre Función propuesta   Diana 
Aerolisina  
Proteasa dependiente de 
Zinc 
C3  
ClfA  Inhibición de la fagocitosis Fibrinogeno-γ y factor I  
Coa  Inhibición de la fagocitosis  Trombina y fibrinogeno  
Ecb  Inhibición del complemento C3/C3d  
Efb  Inhibición del complemento C3/C3d y la integrina αMβ2   
Enterotoxinas  Superantígeno de células T Vβ2 TCR 
FnBP A y B Inhibición de la fagocitosis  Fibrinógeno y fibrina 
HlgAB  Escape del fagosoma CXCR1, CXCR2 and CCR2  
HlgCB  Escape del fagosoma C5aR and C5L2  
LukAB  Lisis de neutrófilos Integrina αM  
LukED  Lisis de neutrófilos   CCR5, CXCR1 and CXCR2  
PSMα1  
Quimiotaxis y lisis de 
neutrófilos 
FPR2  
PVL  Lisis de neutrófilos  C5aR  
Sbi  
Inhibición de la fagocitosis y 
del complemento  
Fc de IgG, C3/C3b, factor H y 
plasminógeno 
SpA  
Neutralización de TNF-α e      
IL-1β, innhibición de la 
fagocitosis, y superantígeno 
de células B  
EGFR, vW, Fc y Fab de las 
inmunoglobulinas respectivamente. 
SSL3  Inhibición de la señalización  TLR2  
SSL7  
Inhibición de la quimiotaxis y 
de la fagocitosis  
C5aR e IgA 
TSST1  Superantígeno de células T Vβ2 TCR y cadena α de MHC de clase II  
vWbp Inhibición de la fagocitosis 
Trombina, fibrinógeno, factor VIII y 
fibronectina 





1.2.4.1. La proteína A y su participación en la evasión de la inmunidad innata. 
La proteína A, además de participar en la inducción de repuesta inflamatoria, contribuye a la 
evasión de la respuesta inmune por múltiples vías.  Entre ellas, podemos mencionar la unión de SpA 
al factor von Willebrand participando en la aglutinación de S. aureus (105), que como fue mencionado 
previamente contribuye a evadir la fagocitosis.  Esta proteína se encuentra involucrada además, en la 
formación de biopelículas proteicas (106), estructuras que dificultan el contacto de la bacteria con los 
fagocitos protegiéndolas de la acción de los mismos y del efecto de los antibióticos. SpA participa de 
otro mecanismo de evasión recientemente descripto por nuestro grupo de investigación. La 
señalización a través de EGFR permite la activación de la metaloproteasa ADAM17 la cual cliva los 
receptores TNFR1 e IL-1RII liberando las especies solubles.  Dichos receptores solubles no señalizan 
pero secuestran sus respectivos ligandos de modo que la modulación de la actividad de ADAM17 por 
SpA tiene como resultado la neutralización de las citoquinas TNF-α e IL-1β (Figura 4) (79, 107). 
 
Figura 4. La proteína A de S. aureus induce liberación de los ectodominios de TNFR1 e IL-1RII 
generando receptores solubles. La interacción de la proteína A con el receptor del factor del crecimiento 
epidérmico (EGFR) media la activación de ADAM17 y el clivaje de TNFR1 e IL-1RII en células inmunes. La 
liberación de TNFR1s e IL-1RIIs neutraliza la acción de TNF-α e IL-1β, disminuyendo la cantidad de TNFR1 
disponible para responder a TNF-α así como también disminuyendo la cantidad de IL-1β para interactuar con su 






1.2.4.2. Sbi y su participación en la evasión de la inmunidad innata.  
Recientemente se describió la capacidad de la proteína Sbi (Figura 5A) de interferir con la 
activación del complemento.  Sbi es una proteína de 436 aminoácidos cuyo extremo amino-terminal 
consiste de cuatro dominios globulares, dos los cuales (dominios III y IV) interaccionan con el 
componente C3 del complemento (89).  A continuación de los cuatro dominios mencionados, la 
proteína Sbi posee una secuencia rica en prolinas (región Wr), característica de los dominios que 
atraviesan la pared celular, la cual consiste de 8 prolinas separadas entre sí por 5 aminoácidos y 
presenta una región rica en tirosina (región Y).  Sbi carece, en su extremo carboxi-terminal, del motivo 
de anclaje a la pared celular LPXTG típico de las bacterias gram positivas (108–110) y se asocia a la 
misma a través de interacciones con los ácidos lipoteicoicos (111, 112).  Además de asociarse a la 
superficie bacteriana, Sbi puede ser secretada al medio extracelular (89, 111). En su forma asociada 
a la superficie bacteriana únicamente los dominios I y II quedan expuestos al medio extracelular        
(Figura 5B) (112). 
 
Figura 5. Estructura y localización celular de la proteína Sbi. (A) Esquema de la proteína Sbi donde se 
observan los dominios I y II de unión a IgG (violeta) seguidos de los dominios III y IV que unen C3/C3b (rojo), 
las secuencias ricas en prolinas Xr (gris) y el dominio Y (verde). (B) Sbi se asocia a la membrana plasmática 
mediante interacciones electrostáticas con los ácidos lipoteicoicos quedando expuestos únicamente los 
dominios I y II que pueden unir IgG. La proteína Sbi secretada une IgG y también forma el complejo con C3/C3b 
y el factor regulatorio H, inhibiendo el inicio de la cascada del complemento. Adaptado de Smith, E.M. et al., 





La proteína Sbi participa de la evasión de la inmunidad innata mediante diferentes mecanismos.  
Contribuye a la aglutinación bacteriana al unirse a la integrina β2-glicoproteina I (113) e inhibe la 
activación de la cascada del complemento junto con la inducción de respuesta inflamatoria asociada a 
la liberación de las anafilotoxinas C3a y C5a (89).  Sbi se une al componente C3/C3b formando un 
complejo tripartito con C3/C3b y el factor H regulatorio del sistema del complemento (114–116).  El 
mencionado complejo activa el consumo del componente del complemento en la fase fluida 
inhibiendo el inicio de la cascada del complemento.  Sbi inhibe además la acción del complemento 
mediante otro mecanismo que comparte con Efb.  Ambas proteínas reclutan el plasminógeno humano 
luego de unirse a C3/C3b (117).  El plasminógeno es convertido en plasmina, mediante la 
estafiloquinasa bacteriana o por el activador de plasminógeno tipo uroquinasa del huésped, el cual 
degrada tanto C3 como C3b y C3a, protegiendo a S. aureus de la acción de las opsoninas (114, 117). 
 
1.2.4.3. Evasión de la inmunidad adaptativa por S. aureus y la participación de Sbi y SpA.  
Las células dendríticas que han fagocitado al patógeno arriban a los ganglios linfáticos y 
presentan los diferentes antígenos a los linfocitos T.  Como consecuencia de dicha interacción se 
produce la expansión clonal de las especies que reconozcan antígenos del patógeno.  La interacción 
entre los linfocitos T y B da lugar a la formación de células B efectoras y de memoria y en 
consecuencia la producción de anticuerpos los cuales son críticos para la eliminación del 
microorganismo. 
Además de la interferencia con la inmunidad innata, S. aureus posee múltiples mecanismos 
para evadir la respuesta inmune adaptativa (Tabla 1).  S. aureus secreta toxinas que son capaces de 
actuar como superantígenos activando la proliferación inespecífica de células T.  La activación de 
células T está mediada por la formación de un puente entre las proteínas del complejo mayor de 
histocompatibilidad y el receptor de células T (TCR) en la superficie de los linfocitos T helper (118).  
Entre ellas se encuentran la toxina TSST-1 (del inglés “toxic shock sindrome toxin-1”) y las 
enterotoxinas A, B, C, D, E, G y H (Tabla 1 y Figura 1). Cada tipo de enterotoxina reconoce un 
subconjunto específico de la cadena variable Vβ del receptor de células T, generando anergia e 
inmunosupresión, debido a la falla en la inducción de una respuesta apropiada de anticuerpos. La 
expresión de superantígenos en el huésped infectado impide así el desarrollo normal de la respuesta 
inmune (5). La proteína A de S. aureus actúa asimismo como superantígeno de células B (119). Los 
dominios de unión a inmunoglobulinas de la proteína A adoptan una conformación de triple hélice 
(82). Una de las caras contiene residuos de la hélice I y II que interacciona con la región Fc de las 
IgG, mientras que residuos de las hélices II y III, en la otra cara, unen la región Fab de la IgM (82-83). 





Otro mecanismo por el cual S. aureus interfiere con la inmunidad adaptativa, es la producción de 
factores que unen inmunoglobilinas. Sbi y SpA se unen a la región Fc de las inmunoglobulinas 
inhibiendo la opsonofagocitosis mediada por IgG. 
 
1.3. HOMOLOGÍA ENTRE SBI Y SPA. 
Al comparar las secuencias de los genes de Sbi y SpA de aislamientos provenientes de 
humanos y de otros reservorios se observó una remarcada conservación en la secuencias dentro de 
los dominios de unión a IgG (120) siendo la mayoría de los aminoácidos involucrados en la unión a la 
región Fc de IgG (F5, Q9, Q10, S11, F13, Y14, L17, N28, I31, K35 de acuerdo a la posición en la 
secuencia de SpA-D) idénticos entre los dominios I y II de la proteína Sbi y los correspondientes 
dominios ECABD de SpA (Figura 6) (120–123).  La falta de identidad en la hélice III explica que Sbi 
no es capaz de unir la región Fab y por lo tanto no actúa como superantígeno de células B (120). 
La homología entre los dominios I y II de Sbi y los dominios conservados de SpA sugiere que la 
proteína Sbi podría desempeñar funciones biológicas compartidas (además de la unión a IgG) con 
SpA. 
 
Figura 6. Alineamiento de las secuencias de los dominios de unión a IgG de SpA con los dominios I y II 
de Sbi. Las Hélices 1 y 2 se encuentran implicadas en la unión a la porción Fc de la IgG. La hélice 3 se 
encuentra implicada en la unión de SpA a la región Fab de la IgG.  El sombreado negro indica aquellos 
aminoácidos que son idénticos (o fisicoquímicamente equivalentes) en todas las secuencias alineadas. Los 
















2.  HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  













La homología entre los dominios I y II de Sbi y los dominios conservados de SpA sugiere que la 
proteína Sbi podría desempeñar funciones biológicas compartidas con la proteína A además de la 
unión a IgG.  La elevada identidad en la secuencia de los aminoácidos implicados en el 
reconocimiento de los receptores TNFR1 y EGFR por parte de SpA permite plantear la hipótesis de 
que Sbi podría interactuar con dichos receptores celulares contribuyendo a la inducción de 
mediadores inflamatorios. Más aún, la capacidad de Sbi y SpA de modular la respuesta inflamatoria y 
simultáneamente evadir el sistema inmune sugiere que ambas proteínas podrían tener roles similares 
y potencialmente redundantes durante las infecciones por S. aureus. 
 
2.2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN. 
A fin de demostrar la hipótesis propuesta, el objetivo general de este trabajo de investigación 
fue determinar la importancia de la proteína Sbi en la inducción de mediadores inflamatorios así como 
el rol de Sbi y SpA en la patogenia de las infecciones sistémicas y localizadas por S. aureus. Para 
ello, se propusieron los siguientes objetivos específicos que fueron desarrollados mediante ensayos 
in vitro y estudios in vivo.  
 
Objetivo 1. Determinar la capacidad de la proteína Sbi de S. aureus de inducir respuesta inflamatoria 
en macrófagos. 
Objetivo 2. Caracterizar las cascadas de señalización y los receptores de superficie involucrados en 
la respuesta inflamatoria inducida por Sbi. 
Objetivo 3. Evaluar el rol de la proteína Sbi de S. aureus en la inducción de respuesta inflamatoria     
in vivo en un modelo de inflamación peritoneal. 
Objetivo 4. Establecer el rol de las proteínas Sbi y SpA en la patogenia de la infección sistémica por 
S. aureus utilizando como modelo de estudio la infección peritoneal. 
Objetivo 5. Determinar el rol de las proteínas Sbi y SpA en la patogenia de las infecciones 
localizadas por S. aureus utilizando como modelo de estudio la infección cutánea. 
Objetivo 6. Establecer si Sbi y SpA poseen funciones redundantes en la patogenia de las infecciones 
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3.1. SOLUCIONES Y REACTIVOS 
 PBS: 10 mM Na2PO4, 150 mM NaCl, pH 7.4. 
 Buffer TBE 5X: Tris-Borato 0.45 M, EDTA 0.01 M, pH 8. 
 Medio de cultivo Luria Bertani: Cloruro de sodio 5.0 g/l, Extracto de levadura 5.0 g/l, Triptona        
10 g/l, pH 7. 
 Solución de lisis: NaCl 150 mM, Tris base.HCl pH 7.4 50 mM, TritónX-100 1%, EDTA 1 mM, 
PMSF 1 mM, Aprotinina 5 ug/ml, Peptasina 1 ug/ml y Leupeptina 2 ug/ml, Na3VO4 1 mM, NaF      
1 mM. 
 Buffer de siembra 6X: 375 mM Tris-HCl, 6% SDS, 48% glycerol, 9% 2-Mercaptoetanol, y 0.03% 
de azul de bromofenol, pH 6.8. 
 Solución de tinción: Azul Brillante de Coomassie 0.05% en solución de Metanol 45%: Ácido 
acético 10%. 
 Solución decolorante: Ácido acético 7%, Metanol 5%. 
 Buffer de unión (purificación de proteínas): 20 mM Tris-HCl, NaCl 0.5 M, imidazol 10 mM, pH 8. 
 Buffer de lavado (purificación de proteínas): 20 mM Tris-HCl, NaCl 0.5 M, imidazol 20 mM, pH 8. 
 Buffer de elución (purificación de proteínas): 20 mM Tris-HCl, NaCl 0.5 M, imidazol 250 mM, pH 8. 
 Buffer de corrida 5X: Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 0.1% SDS, pH 8.8. 
 Buffer de transferencia: Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 20% Metanol, pH 8.3-8.4. 
 TBS: 0.1 M Tris-HCl, 0.15 M NaCl, pH 7.8. 
 TBS-T: TBS 0.01 % Tween 20. 
 Solución luminol-enhancer: Tris 0.1 M, luminol 1.25 mM, ácido Cumárico 0.23 mM, agua 
oxigenada (8 µl/2ml). 
 Solución de bloqueo: 5% de leche en polvo descremada (Nestle) en TBS-T. 
 Solución de dilución de anticuerpo primario: 5 % BSA en TBS-T. 
 Buffer de tinción para citometría de flujo: PBS, 2 % suero fetal bovino. 
 Buffer de lisis de eritrocitos 10X: 1.5 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 1 mM EDTA, pH 7.2-7.4. 
 Buffer citrato/acetato para ELISA: 0.1 M de acetato de sodio, 0.1M de ácido cítrico, pH 6. 
 Buffer de lavado para ELISA: PBS, 0.05% Tween 20. 
 Buffer de bloqueo para ELISA: 5 % albumina bovina (BSA) en PBS o 10% suero fetal bovino 
(SFB) en PBS. 
 Sustrato de revelado para ELISA: 3,3',5,5'-tretametilbencidina (TMB) y peróxido de hidrógeno. 
 Solución de corte de reacción para ELISA: 2 N H2SO4. 
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 Solución Fisiológica: 0.9% NaCl. 
 
3.2. CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS DE CULTIVO. 
S. aureus cepa Newman, la mutante isogénica Sbiˉ (por la interrupción del gen sbi carece de la 
expresión de la proteína Sbi), la mutante isogénica SpAˉ (por la interrupción del gen spa carece de la 
expresión de la proteína A) y la mutante isogénica SbiˉSpAˉ (posee ambos genes interrumpidos por lo 
cual no expresa ni Sbi ni SpA) fueron gentilmente provistas por el Dr. Tim Foster (Trinity College, 
Dublin, Irlanda). Todas las cepas mencionadas poseen el vector vacío pCU1 que posee resistencia a 
cloranfenicol. Para los experimentos de complementación se incorporó la secuencia codificante de 
Sbi en el vector pCU1 y la cepa complementada se denominó Sbiˉ(Sbi).  
Para los experimentos in vivo, S. aureus cepa Newman y las mutantes isogénicas Sbiˉ, SpAˉ y 
SbiˉSpAˉ fueron crecidas en agar tripticasa de soja (TSA) con el agregado de cloranfenicol a una 
concentración de 10 µg/ml y los antibióticos correspondientes para cada mutante (Sbiˉ: eritromicina 5 
µg/ml; SpAˉ: kanamicinaa 50 µg/ml;  SbiˉSpAˉ: ambos antibióticos) a 37°C durante 16 horas. Estos 
cultivos fueron utilizados para preparar cultivos frescos con una densidad óptica medida a 600 nm 
(DO600) de aproximadamente 0.05 en medio TSB (con el agregado de cloranfenicol a una 
concentración final de 10 µg/ml) los cuales fueron crecidos hasta alcanzar una DO600 =0.8 dado que 
la expresión de Sbi y SpA ocurre durante la fase exponencial. Los cultivos fueron luego centrifugados 
durante 10 minutos a 10.000 rpm, se lavaron una vez con PBS y luego el pellet fue resuspendido en 
el mismo volumen de PBS para obtener un inóculo de 2 x 108 UFC/ml. 
Las muestras de sangre recuperadas de ratones infectados fueron crecidas en médio Manitol 
salado agar a 37° C. Para determinar la carga bacteriana en UFC/ml de sangre, se sembraron 20 µl 
de sangre en placa, mientras que para determinar el porcentaje de bacteriemia se realizó un 
enriquecimiento previo de la sangre en medio TSB.  
Para la expresión de proteínas recombinantes, se utilizó la cepa E.coli BL21(DE3) transformada 
con el vector de expresión pET-28a(+) la cual fue crecida en medio de cultivo LB conteniendo 
kanamicina (50 µg/ml). 
 
3.3. CLONADO DEL FRAGMENTO N-TERMINAL DE SBI RECOMBINANTE (ver Anexo). 
El fragmento amino-terminal de Sbi (aminoácidos 28-266) que consiste de los cuatro dominios 
extracelulares I, II, III y IV (Figura 5A), fue amplificado utilizando ADN genómico de la cepa S. aureus 
Newman como molde. Para la amplificación mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se 
utilizaron los siguientes oligonucleótidos: 





El fragmento amplificado resultante fue clonado posteriormente en el vector pET-28a(+) 
(utilizando los sitios de restricción BamHI y XhoI incorporados en los cebadores). La secuencia de 
nucleótidos del fragmento clonado se confirmó por secuenciación (Humanizing Genomics Macrogen, 
Korea). 
 
3.4.  EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES  
Para la expresión de la proteína recombinante se utilizó E.coli BL21(DE3) transformada con el 
vector de expresión pET-28a(+) que contiene clonado, como proteína de fusión a una secuencia de 6 
Histidinas (tag de Histidinas), la región de Sbi que comprende los dominios I a IV. Este vector posee 
un promotor inducible por IPTG (del inglés “isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside”) y todo lo 
necesario para su mantenimiento y amplificación (gen de resistencia a kanamicina y origen de 
replicación) en esta cepa. El tag de Histidinas confiere afinidad Niquel y permitió purificar la proteína 
de interés mediante una cromatografía de afinidad. 
 
3.4.1. Expresión de la proteína recombinante. 
 Se utilizó una colonia de E.coli BL21(DE3) conteniendo el plásmido pET-28a(+)-Sbi para crecer 
un cultivo madre en medio LB con kanamicina a una concentración final de 50 µg/ml a 37º C, con 
agitación a 200 rpm toda la noche (ON). 
 A partir del cultivo ON, se creció un cultivo en medio LB con kanamicina (50 µg/ml) hasta una 
DO600 de 0.5, a 37º C con agitación a 200 rpm. 
 Se agregó IPTG a una concentración final de 1 mM, para inducir en el cultivo la expresión de la 
proteína de fusión y se continuó el cultivo 37°C con agitación a 200 rpm durante 4 horas. 
 Se centrifugó el cultivo durante 10 minutos a 10000 rpm y las células fueron resuspendidas en 
solución de unión (20 mM Tris-HCl, NaCl 0.5 M, imidazol 10 mM, pH 8). 
 Se agregó lisozima a una concentración final 100 µg/ml y ADNasa a una concentración final 10 
µg/ml y se incubó a 37º C por 5 minutos, para permitir la ruptura de la pared bacteriana y la 
posterior degradación del ADN cromosomal y plasmídico bacteriano. 
 Las bacterias fueron luego lisadas mediante sonicación, utilizando pulsos de 10 segundos y 10 
segundos de descanso por 2 minutos con una potencia de 30. Posteriormente el lisado fue 
centrifugado a 4ºC durante 10 minutos a velocidad máxima (13000 rpm) para permitir separar el 
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debris celular (pellet) del lisado proteico (sobrenadante), el cual fue conservado a -80ºC hasta su 
utilización. 
 
3.4.2. Purificación de proteínas de fusión a Histidinas. 
La purificación de la proteína, que denominamos Sbi-r, se realizó utilizando el sistema de 
purificación Ni-NTA (Life TechnologiesTM) en condiciones nativas. Procedimiento: 
 0.75 ml de agarosa Ni-NTA fueron colocados en una columna de purificación de 4 ml (BioRad). 
Luego de que la resina decante por gravedad (5-10 minutos) se retiró el líquido sobrenadante. 
 Se adicionaron 3 ml de agua destilada, se resuspendió la resina y nuevamente se dejó decantar 
el líquido y se retiró posteriormente el sobrenadante. 
 Se adicionaron 4 ml de buffer de unión para resuspender la resina y nuevamente se dejó decantar 
el líquido y se retiró el sobrenadante. 
 Se adicionaron 4 ml del lisado bacteriano, se cubrió la columna y se incubó a temperatura 
ambiente y en agitación leve durante una hora. Luego, se dejó decantar el líquido y se retiró el 
sobrenadante. 
 Se realizó una segunda incubación con otros 4 ml del lisado bacteriano y se procedió como en el 
paso previo. 
 Se resuspendió la resina en buffer de lavado, se dejó decantar el líquido y se retiró el 
sobrenadante. Procediendo de esta manera se realizaron cuatro lavados. 
 Se retiró el tapón inferior de la columna y se adicionar 3 ml del buffer de elusión, se permitió la 
elución a través de la resina por gravedad y se colectaron 5 fracciones de 500 µl. 
Las fracciones colectadas se analizaron mediante SDS-PAGE para determinar pureza, las 
fracciones que presentaban mayor pureza se fusionaron (Figura 7) y se determinó su concentración 
mediante la técnica de Bradford. 
 
3.4.3. Determinación del grado de pureza e integridad de las proteínas purificadas. 
Se analizó una alícuota de cada fracción eluída de la columna de purificación o de las 
proteínas obtenidas en gel de poliacrilamida desnaturalizante (concentrador de 3% y separador 8%, 
tablas 2 y 3 respectivamente) con el fin de corroborar la integridad y pureza de las mismas. 
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La electroforesis de proteínas se realizó siguiendo un método descripto previamente para geles 
discontinuos conteniendo SDS (124) a 30 mA por gel, a temperatura ambiente durante 
aproximadamente 90 minutos en buffer de corrida frío.  
Se procedió a la coloración del gel con solución de tinción durante 1h con agitación constante y 
luego se incubó en solución decolorante con agitación ON. 
En cada corrida electroforética se utilizó un marcador de peso molecular (PageRuler Prestained 
Protein Ladder, Thermo Scientific), que permitió estimar el peso molecular de las proteínas de interés 
mediante una curva de calibración (peso molecular en función del logaritmo de la distancia recorrida 
en el gel). 
 
Gel Concentrador 3% 
Agua 2.1 
Acrilamida/bisAcrilamida 30% 0.5 
Tris 1M (pH:6,8) 0.38 
SDS 10% 0.03 
Persulfato de amonio 10% 0.03 
TEMED 0.003 
Volumen final (ml) 3 ml 
Gel Separador 8% 
Agua 4.6 
Acrilamida/bisAcrilamida 30% 2.7 
Tris 1,5 M (pH:8,8) 2.5 
SDS 10% 0.1 
Persulfato de amonio 10% 0.1 
TEMED 0.006 
Volumen final (ml) 10 ml 
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3.4.4. Cuantificación de las proteínas aisladas. 
Se utilizó el método de Bradford para realizar la cuantificación. 
 Se realizó una curva patrón con diluciones seriadas al medio de albúmina bovina (BSA) con una 
concentración máxima de 25 μg/μl y hasta una concentración mínima de 0.39 μg/μl  
 Se utilizó una dilución 1:500 de las muestras proteicas.  
 Se colocó en una placa de 96 pocillos 40 μl del reactivo de Bradford y luego se agregó 160 μl de 
las muestras en dilución 1:500 ó de BSA y se mezclaron por resuspensión con pipeta. 
 Se realizó la lectura a 595 nm.  
 Por extrapolación en la curva de calibración se determinó la concentración de las muestras 
estudiadas. En el caso que la absorbancia de las muestras se encontrase fuera de los límites de 
la curva, nuevas diluciones fueron realizadas para obtener un resultado certero.  
 
Figura 7. Análisis de la pureza de las muestras mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida. En todas las calles se colocaron 5 μl de muestra. Las fracciones eluídas se utilizaron para 
prepapar el stock de proteína recombinante.  
 
3.4.5. Decontaminación de las proteínas. 
A fin de eliminar trazas de lipopolisacárido bacteriano (LPS) presentes en el extracto proteico 
obtenido anteriormente se siguió el protocolo de columnas de Polimixina B (Detoxi-Gel Endotoxina, 
Pierce). La polimixina B posee la capacidad de unirse al lípido A del polisacárido bacteriano. A 
continuación se detalla el protocolo seguido. 
 Se lavó columna con 5 volúmenes (5 ml) de 1% deoxicolato de sodio (detergente) para regenerar 
la resina. 
 Se lavó con 5 volúmenes de agua, para remover el detergente. 
 La resina Detoxi-Gel fue equilibrada con 5 volúmenes de PBS y se permitió su elución. 
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 1 ml de la proteína purificada fue adicionado a la columna y se incubó la muestra por 1 hora a 
temperatura ambiente, para permitir la unión del LPS a la polimixina B. 
 Se colectó el eluído (1 ml), por agregado de 1 ml de PBS. 
 Las proteínas obtenidas se conservaron a -80ºC hasta su utilización en los ensayos tanto in vivo 
como in vitro. 
 
3.5. CULTIVOS PRIMARIOS. 
Macrófagos peritoneales de ratones BALB/c, C57BL/6 o ratones deficientes en el receptor 
TNFR1 (tnfr1-/-) fueron obtenidos por lavado de la cavidad peritoneal con medio RPMI1640 
conteniendo 10% SFB, Penicilina (100 U/ml), Estreptomicina (100 µg/ml) y L-glutamina (2 mM) y se 
sembraron en placas de 96 pocillos (4 x 105 células/pocillo) o en placas de 6 pocillos (1 x 106 
células/pocillo) en las mismas condiciones. Las células adherentes fueron seleccionadas luego de 3 
horas por recambio del medio de cultivo dos veces. Las células se cultivaron durante 20 horas 
adicionales antes de ser estimuladas con diferentes concentraciones de Sbi (5 - 10 µM). El efecto de 
los inhibidores de tirosina quinasa fue evaluado mediante pre-tratamiento de las células con 10 µM 
PD98059 (inhibidor de MEK V, Calbiochem), SB202190 10 µM (inhibidor de p38 MAP quinasa II, 
Calbiochem), 50 µM SP600125 (inhibidor de JNK II, Calbiochem), 10 µM AG1478 (inhibidor de la 
tirosina quinasa EGFR, Calbiochem) o MG132 (inhibidor de la activación de NF-kB) durante 60 
minutos y la adición de inhibidores frescos durante la estimulación. 
 
3.6. MODELO DE BACTERIEMIA IN VITRO. 
Se utilizó sangre extraída del seno retro-orbital de ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad. 
La sangre se conservó a 4°C en presencia de heparina para evitar la coagulación. Para el modelo de 
bacteriemia in vitro (125), se resuspendieron las cepas S. aureus, Sbiˉ, SpAˉ o SbiˉSpAˉ en sangre al 
50% en solución fisiológica a una concentración de 108 UFC/ml. Se incubaron las muestras a 37°C 
con CO2 al 5% por 4 horas. Se determinó el recuento bacteriano a las 2 y 4 horas para cuantificar la 
eliminación de cada una de las cepas evaluadas. 
 
3.7. MODELO DE INFLAMACIÓN E INFECCIÓN INTRAPERITONEAL IN VIVO.  
Se estableció un modelo de inflamación peritoneal por la proteína Sbi de S. aureus y de 
infección peritoneal por dicha bacteria. Dicho modelo fue utilizado para evaluar el rol de las proteínas 
Sbi y SpA de S. aureus en la inducción de respuesta inflamatoria y en la patogenia de la infección 
sistémica en el contexto de un modelo subletal. 
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Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c de 6 semanas de edad, con un peso de entre 
18 y 20 gramos. Los ratones fueron inoculados por ruta intraperitoneal con 200 μl de PBS (control 
negativo), proteína Sbi-r (0,075 µg de proteína/gr ratón), S. aureus, las mutantes isogénicas Sbiˉ, 
SpAˉ, SbiˉSpAˉ o la cepa complementada Sbiˉ(Sbi) (2 x 108 UFC/ml). Se obtuvieron muestras de 
sangre a partir del seno retroorbital previo a la inoculación y a las 2, 4 y 24 horas luego de la misma. 
Se determinó el porcentaje de bacteriemia mediante la realización de recuentos bacteriológicos en    
20 μl de sangre observándose un porcentaje de bacteriemia del 90% a las 2 horas y del 80 % a las 4 
horas luego de la inoculación con S. aureus. A las veinticuatro horas posteriores al desafío no se 
observó presencia de bacteria en sangre. El plasma fue utilizado para posterior cuantificación de 
citoquinas. Se recuperaron infiltrados peritoneales en cada caso para evaluar la expresión de 
citoquinas y quimioquinas en los infiltrados peritoneales mediante RT-PCR en tiempo real. 
A las 24 horas posteriores al desafío con S. aureus los animales fueron sacrificados para la 
realización de recuentos bacteriológicos en bazo y pulmón.  
 
3.7.1. Lavados peritoneales y obtención de suspensiones celulares. 
Los animales fueron sacrificados y se realizaron lavados peritoneales para la obtención de 
células. Los lavados se realizaron con un volumen de 10 ml de medio RPMI suplementado con 2% de 
suero fetal bovino, utilizando una aguja 23G x 1. El volumen de lavado recuperado, aproximadamente 
entre 5 y 8 ml, fue trasvasado a un tubo estéril a través de una aguja de menor calibre (25G x 5/8) y 
centrifugado durante 5 minutos a 2000 rpm. Se realizó un lavado con 5 ml PBS frío. Las 
suspensiones celulares obtenidas fueron utilizadas para su análisis por citometría de flujo o para la 
extracción de ARN. El reclutamiento de neutrófilos a peritoneo se determinó mediante la tinción de los 
antígenos de superficie en células provenientes de lavados peritoneales. 
 
3.8. MODELO DE DERMONECROSIS. 
Grupos de ratones fueron depilados el día previo a la inoculación para poder observar mejor la 
lesión desarrollada. La inoculación se realizó en el seno subcutáneo con 0,1 ml conteniendo        
1×108 UFC de S. aureus o las mutantes Sbiˉ, SpAˉ o SbiˉSpAˉ en PBS. A los 3 y/o 7 días luego de la 
inoculación se determinó la longitud de la lesión cutánea (L) y el ancho (W) de la misma utilizando un 
calibre.  Estas dimensiones se utilizaron para calcular el área del absceso [A = π x(L/2) x W/2] (126). 
Los ratones fueron sacrificados a los tiempos mencionados y los abscesos homogeneizados para 
determinar el contenido de UFC.  En los sobrenadantes de dichos abscesos se determinaron los 
niveles de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1β, IL-6, TNF-α), citoquinas anti-inflamatorias (IL-10) y 
quemoquinas (CXCL-1 y CXCL-10) mediante ELISA.  Las lesiones fueron procesadas en 1 ml de 
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PBS y la concentración de citoquinas, determinada en pg/ml, se expresó en función del área de lesión 
como pg/cm2. Asimismo, se determinó el contenido de UFC en homogenatos de pulmón, bazo, 
hígado y riñón a los tiempos de interés.  Paralelamente, en grupos de ratones sacrificados al día 3 
post-inoculación las lesiones fueron conservados en para-formaldehído al 4% para realizar cortes 
histológicos de las muestras. A su vez, grupos de animales desafiados con las cepas mencionadas se 
utilizaron para evaluar la composición celular de los abscesos a día 3 post-inoculación mediante 
citometría de flujo. Para ello, las lesiones fueron disgregados en RPMI conteniendo un coctel de 
proteasas (50 U/ml, Gibco) y DNasa (10 µg/ml, Sigma-Aldrich) e incubados a 37°C en atmósfera de 
CO2 al 5%, durante una hora agitando cada 20 minutos. Se recuperó el medio con la suspensión de 
células y se agregó un volumen de RPMI con SFB al 10% para inhibir la acción de las proteasas, a 
continuación se centrifugó a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C y el pellet se resuspendió en 1 ml de PBS 
frío. Se realizó el recuento de células totales recuperadas y se continuó con la tinción de antígenos de 
superficie y análisis por citometría de flujo. 
 
3.9. MARCACIÓN DE ANTÍGENOS DE SUPERFICIE Y CITOMETRÍA DE FLUJO. 
Para la identificación de células presentes en infiltrados peritoneales, pulmón y en los abscesos, 
se realizó la tinción de antígenos de superficie y posterior análisis por citometría de flujo.  
Las suspensiones celulares provenientes de lavados peritoneales, homogenatos de pulmón o 
de suspensiones celulares de abscesos, se centrifugaron durante 6 minutos a 2000 rpm a 4ºC, se 
resuspendieron en 1 ml de buffer de lisis para eritrocitos y se incubaron durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. Luego de centrifugar las células durante 6 minutos a 2000 rpm a 4ºC y lavar el 
sedimento con 1 ml de PBS, se continuó con el protocolo de tinción de antígenos de superficie. 
 
3.9.1. Protocolo de tinción de antígenos de superficie celular. 
Para la tinción de antígenos de superficie se realizó el siguiente protocolo: 
 Luego de lavar el sedimento celular con 1 ml de PBS, se resuspendió en 50 μl de buffer de tinción 
y se agregaron 5 μl de suero normal de ratón (SNR) para bloquear. Se incubó durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. 
 Se agregaron los anticuerpos fluorescentes y se incubaron en oscuridad a 4ºC por 30 minutos. 
 Se agregó a continuación 1 ml de buffer de tinción frío y se centrifugó durante 6 minutos a 2000 
rpm a 4ºC. 
 Se lavaron las células con 1 ml de buffer de tinción. 
 Las muestras se centrifugaron durante 6 minutos a 2000 rpm a 4ºC. 
 Finalmente las células se resuspendieron en PBS y se fijaron en paraformaldehído 1% en PBS. 
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 Las muestras se conservaron en oscuridad a 4°C hasta que se analizaron por citómetría de flujo 
dentro del mes siguiente.  
La marcación específica para la detección de neutrófilos presentes en lavados peritoneales y en 
pulmón se realizó con anticuerpos anti-CD45 y anti-GR1. Como control de isotipo se marcó las 
células con anti-CD45 y anti-IgG1. Se calculó el porcentaje de neutrófilos respecto del total de 
leucocitos presentes. 
En las suspensiones provenientes de abscesos se realizó la marcación específica de neutrófilos 
con el anticuerpo anti-Ly6G, de macrófagos con anti-F4/80 y de linfocitos con anti-CD3. No se utilizó 
el marcador CD45 en este caso, dado que en experimentos preliminares, todas las células 
recuperadas del absceso resultaron CD45 positivas.  
Para la calibración de los voltajes del citómetro se utilizaron células provenientes de bazo 
marcadas con anticuerpos dirigidos contra antígenos expresados en forma constitutiva por las 
mismas y conjugados a los fluorocromos utilizados en cada caso. Las muestras fueron corridas en el 
citómetro de flujo y analizadas mediante los programas WinMDI o Cyflogic.  
 
Tabla 4: Anticuerpos fluorescentes utilizados para la tinción de suspensiones celulares para 









3.10. CUANTIFICACIÓN RELATIVA DE ARNm. 
Para cuantificar los niveles de ARNm se realizaron las extracciones de ARN total de las 
muestras de interés, se llevaron a cabo las reacciones de retro-transcipción (RT) y finalmente la PCR 
en tiempo real. 
 
3.10.1. Extracción y cuantificación de ARN total. 
Se siguió el protocolo de extracción de ARN del reactivo TRIzol (Invitrogen). Este reactivo 
contiene una solución monofásica de fenol y tiocianato de guanidina que permiten la ruptura celular, 
la disgregación de los componentes celulares y la protección del ARN para evitar su degradación. 
Anticuerpo anti- Reconocimiento Fluorescencia 
CD45-PE Leucocitos Rojo 
GR1-Alexa 488 Neutrófilos Verde 
Ly6G-APC Neutrófilos Azul 
CD3-Alexa 488 Linfocitos T Verde 
F4/80-PE Macrófagos Rojo 
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 Se lisaron las células con el reactivo TRIzol pasando las suspensiones celulares varias veces a 
través la pipeta. 
 Las muestras se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente, para completar la disgregación. 
 Se agregaron 0.2 ml de cloroformo por cada ml TRIzol utilizado inicialmente. 
 Se agitaron vigorosamente los tubos por 15 segundos y se incubaron 3 minutos a temperatura 
ambiente. 
 Se centrifugaron durante 15 minutos a 12000 x g a 4ºC, para permitir la separación de la fase 
orgánica-interfase, de la fase acuosa conteniendo el ARN. 
 La fase acuosa se transfirió a un tubo eppendorf estéril (se recuperó aproximadamente 60% del 
volumen de TRIzol utilizado inicialmente). 
 Se precipitó el ARN con 0.5 ml alcohol isopropílico por cada ml TRIzol utilizado inicialmente 
mezclar por inversión 1 segundo, hasta obtener una única fase. 
 Se incubaron las muestras por 10 minutos a temperatura ambiente o durante toda la nocha a         
-20°C en el caso de células provenientes de infiltrados peritoneales. 
 Se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 12000 x g a 4ºC. 
 Se lavó el pellet con 1 ml de etanol 75% por cada ml de TRIzol utilizado inicialmente. 
 Se centrifuó durante 5 minutos a 7500 x g a 4ºC. 
 Los pellets de ARN se dejaron secar a temperatura ambiente por el tiempo necesario. 
 A continuación se resuspendió el ARN en 26 µl de agua libre de ARNasa y se incubó 10 minutos 
a 60ºC para favorecer la solubilidad en agua. Se mezclaron las muestras pasando a través de la 
pipeta varias veces. 
 Se agregaron 3 µl de buffer 10X para ADNasa y 1 µl de ADNasa (Promega), y se incubó 30 
minutos a 37ºC. 
 Finalmente se agregaron 3 µl de solución Stop (Promega) y se incubó 10 minutos a 65ºC. 
 
Se cuantificó el ARN total obtenido midiendo la absorbancia a 260 nm (ácidos nucléicos). A fin 
de determinar el grado de pureza, se midió la absorbancia a 280 nm (proteínas). Se consideró que la 
purificación fue óptima si la relación Abs260nm/Abs280nm resultó entre 1.8 y 2. La concentración de ARN 
en las muestras se determinó mediante la siguiente relación: Abs260nm=1 equivale a 40 µg/ml de ARN. 
 
3.10.2. Extracción y cuantificación de ADN genómico total. 
A partir de la fase orgánica-interfase del protocolo anterior se obtuvo ADN genómico el cual fue 
utilizado como control positivo en las reacciones de PCR. 
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Precipitación del ADN: 
 Se precipitó el ADN con 0.3 ml de etanol 100% por cada ml de reactivo TRIzol utilizado 
inicialmente y se mezcló por inversión. 
 Las muestras se incubaron 3 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugaron durante 5 
minutos a 2000 x g a 4ºC para sedimentar el ADN. 
 Se lavó dos veces el pellet con 1ml de una solución 0.1 M de citrato de sodio en 10% de etanol 
por cada ml de reactivo TRIzol utilizado inicialmente y se incubó 30 minutos a temperatura 
ambiente (mezclando periódicamente). 
 Se centrifugó durante 5 minutos a 2000 x g a 4ºC. 
 Se resuspendió el pellet de ADN en 2 ml de etanol 75% por cada ml de reactivo TRIzol utilizado 
inicialmente. 
 Se incubó 20 minutos a temperatura ambiente mezclando periódicamente. 
 Se centrifugó durante 5 minutos a 2000 x g a 4ºC. 
 Se dejó secar el pellet de ADN. 
 El ADN se resuspendió en 600 µl de una solución 8 mM de NaOH. 
 Luego, se llevó a pH 8.4 con 86 µl de una solución HEPES 0.1 M por cada ml de NaOH utilizado 
en el paso anterior. 
 Se centrifugó durante 10 minutos a 12000 x g, para remover el material insoluble. 
Se cuantificó el ADN total obtenido midiendo la absorbancia a 260 nm (ácidos nucleicos). A fin 
de determinar el grado de pureza, se midió la absorbancia a 280 nm (proteínas). Se consideró que la 
purificación fue óptima si la relación Abs260nm/Abs280nm resultó entre 1.8 y 2. La concentración de las 
muestras se determinó mediante la siguiente relación: Abs260nm=1 equivale a 50 µg/ml de ADN. 
 
3.10.3. Preparación de ADNc a partir del ARN total. 
Las reacciones de retrotranscripción (RT) se realizaron a partir de 1µg de ARN utilizando la 
enzima RT (ImProm-II, Reverse Transcriptase, Promega) y hexámeros de primers. La reacción 
consiste de dos etapas: 
Etapa 1 (RT1): unión de los cebadores al templado. Se utiliza 1 µl de la solución de random 
primers (hexámeros de secuencias aleatorias) a 1mg/ml; 1 µg de ARN de concentración conocida y la 
cantidad de agua libre de ARNasas para completar 5 µl. Esta mezcla se incubó a 70°C durante 5 
minutos y se conservó en hielo por 5 minutos. 
Etapa 2 (RT2): se preparó una pre-mezcla de los reactivos componentes de la reacción (ver 
tabla 5) y a 15 µl de la misma se le agregaron los 5 µl de la reacción RT1: Y se procedió con el 
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siguiente programa: 25º C por 5 min, seguidos de 60 min a 42º C y finalmente una incubación a        
70º C por 15 min.   
 












Las muestras de ADNc obtenidas fueron conservadas a -20° C hasta ser procesadas. Estos 
ADNc fueron testeados mediante PCR del gen GAPDH de ratón. Se utilizó 2 µl de ADNc por reacción 
y agua como control negativo. 
 












Pre-mezcla para la RT  
Reactivo-Concentración Inicial Reactivo-Concentración Final 
Agua Cantidad necesaria 
5X Buffer 1X 
25mM MgCl2 3 mM 
10mM dNTPs 0.5 mM 
40 U/μl ARNsin 1U 
RT 1U 
Volumen final 15μl 
Mezcla para la PCR de GAPDH 
Reactivo-Concentración Inicial Reactivo-Concentración Final 
Agua Cantidad necesaria 
5X PCR Buffer 1X 
10mM dNTPs 0.5 mM 
25mM MgCl2 1.5 mM 
25 µM Cebador GAPDH Fw 0.5 mM 
25 µM Cebador GAPDH Rv 0.5 mM 
Go Taq 5U/ μl 1U 
Volumen final 18μl 
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Tabla 7: Programa utilizado para la realización de la PCR GAPDH en el termociclador. Las etapas 2 a 











Alícuotas de cada reacción de PCR (10 µl) fueron analizadas en un gel de agarosa al 2% en 
TBE conteniendo 0.3 µl de bromuro de etidio (10 mg/ml). La corrida se realizó en buffer TBE a         
80-90 V. Se corrió en paralelo el marcador de peso molecular de 100 pb (PB-L, Productos Bio-
Lógicos) que permitió determinar el tamaño de cada fragmento amplificado. 
Tamaño del producto esperado para GAPDH: 111 pb (utilizando los cebadores indicados en la 
Tabla 11). 
 
3.10.4. PCR de tiempo real. 
La PCR de tiempo real permite visualizar el progreso de la reacción y al mismo tiempo 
cuantificar el producto de amplificación debido a que en la mezcla de reacción se encuentra incluído 
el reactivo EvaGreen® (Solis Biodyne) que es capaz de fluorecer cuando se une a ADN doble 
cadena. La fluorescencia se incrementa en cada ciclo debido a que se acumula el producto de 
amplificación de PCR. Durante la reacción se determina el número de ciclo al cual se incrementa la 
fluorescencia en forma exponencial. El punto en la curva al cual la fluorescencia cruza el umbral se lo 
denomina CT y este valor se comporta inversamente proporcional a la concentración de ARNm en la 
muestra. Para corroborar que la amplificación fue específica, se realiza una curva de disociación, 
donde cada par de cebadores y cada producto de amplificación, posee un valor particular de 
temperatura de disociación (Td). Esta curva permite visualizar dímeros de cebadores, los cuales 
presentaran un Td menor al producto de amplificación esperado ya que son fragmentos de menor 
cantidad de pb, así como también se pueden visualizar fragmentos de ADN contaminantes. 
Para los genes a analizar se realizó una curva de calibración utilizando como templado ADN 
genómico. Se realizaron diluciones seriadas del ADN al décimo, partiendo de una concentración 
Programa GAPDH 
Etapa Temperatura (°C) Tiempo 
1 95 5 min. Desnaturalización inicial del ADN 
2 95 30 seg. Desnaturalización del ADN 
3 60 45 seg. unión de los cebadores 
4 72 45 seg. Síntesis de ADN 
5 72 10 min. Elongación de cadenas de ADN 
6 4 Mantenimiento 
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máxima de 150 ng/μl hasta una dilución 1/10000 equivalente a 15 pg/μl. Se realizó la reacción de 
PCR de tiempo real, utilizando 2 μl de ADN genómico o las diluciones en 18 μl de mezcla. Se graficó 
en escala logarítmica el valor de CT promedio obtenido para cada dilución en función de la dilución, 
obteniéndose una recta que permite extrapolar a partir del valor de CT la masa relativa de este gen 
en cada muestra. 
A continuación se muestran los reactivos y volúmenes necesarios (Tabla 8) y el programa de 
corrida para la realización de la PCR de tiempo real de GAPDH, CXCL-1y CXCL-10 (Tablas 9 y 10). 
 





















Mezcla para la PCR de tiempo real 
Reactivo - Concentración Inicial Reactivo - Concentración Final 
Agua Cantidad necesaria 
5X Mezcla de PCR de tiempo real 1X 
25 µM Cebador Fw 0.25 µM 
25 µM Cebador Rev 0.25 µM 
Volumen final 18μl 
Programa de PCR de tiempo real 
Temperatura (°C) Tiempo 
95 15 min. Desnaturalización inicial del ADN 
95 15 seg. Desnaturalización del ADN 
Tu correspondiente 30 seg. Unión de los cebadores 
72 
60 seg. Síntesis de ADN, al final de este 
tiempo se mide la fluorescencia 
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Para cada muestra se calculó el CT promedio obtenido en la PCR de tiempo real para GAPDH y 
se extrapoló este valor en su correspondiente curva de calibración, obteniéndose la masa relativa 
promedio de este gen. Para determinar los niveles de ARNm de CXCL-1 y CXCL-10 se calculó la 
masa relativa en función del CT obtenido en cada muestra y luego se relativizó cada una a su 
correspondiente valor de masa relativa promedio de GAPDH (CXCL-1/GAPDH y CXCL-10/GAPDH).  
 











Los sobrenadantes provenientes de células sembradas en placas de 96 pocillos y estimuladas 
con proteína recombinante se utilizaron para determinar la presencia de IL-6, TNF-α e IL-1β mediante 
la técnica de ELISA (BD Biosciencies y R&D System). Los sueros extraídos de ratones infectados con 
bacteria o inoculados con proteína recombinante, así como también los sobrenadantes de lesiones de 
ratones desfiados por vía subcutánea, se utilizaron para determinar la presencia de IL-1β, IL-6, IL-10, 
TNF-α, CXCL-1 y CXCL-10 mediante la técnica de ELISA (BD Biosciencies y R&D System). En todos 
los casos se utilizó el siguiente protocolo: 





Gen Secuencia del cebador 
GAPDH Fw: 5’-GAA GGT GGT GAA GCA GGC AT -3’ 
Rv: 5’-TCG AAG GTG GAA GAG TGG GA -3’ 
CXCL-1 Fw: 5’- CCG CGC CTA TCG CCA ATG AGC TGC GC-3’ 
Rv: 5’-CTT GGG GAC ACC TTT TAG CAT CTT TTG G-3’ 
CXCL-10 Fw: 5′-CTCTCGCAAGGACGGTCCGC-3′ 
Rev: 5′-CGTGGGCAGGATAGGCTCGG-3′ 
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anti-IL-6 de ratón, anti- IL-1β de ratón, anti-TNF-α de ratón, anti-CXCL-1 y anti-CXCL-10 de ratón). 
Se selló la placa y se la incubó a 4°C ON. 
 Se descartó el líquido de cada pocillo y se lavó tres veces con 100 μl de buffer de lavado. 
Después de cada lavado se invirtió la placa y se la secó sobre papel absorbente para remover el 
buffer de lavado residual. 
 Se bloqueó la placa con 100 μl de buffer de bloqueo y se incubó a temperatura ambiente durante         
1 hora. 
 Se descartó el líquido y se lavó tres veces como en el paso 2. 
 Se prepararon diluciones del estándar y las muestras en buffer de bloqueo. 
 Se agregaron 50 μl de cada estándar y de las muestras y se incubaron 2 horas a temperatura 
ambiente. 
 Se descartó el líquido y se lavó cinco veces como en el paso 2. 
 Se agregaron 50 μl del anticuerpo de detección (anticuerpo monoclonal anti-IL-6, anti- IL-1β,      
anti-TNF-α, anti-CXCL-1 y anti-CXCL-10 de ratón biotinilados) en cada pocillo.  
 Se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente. 
 Se descartó el líquido y se lavó cinco veces como en el paso 2. 
 Se agregó 50 μl de streptavidina-HRP (streptavidina conjugada a peroxidasa) en cada pocillo. Se 
cubrió la placa y se incubó 20 minutos a temperatura ambiente.  
 Se descartó el líquido y se lavó siete veces como en el paso 2. Solo que esta vez en cada lavado 
se incubó 30-60 segundos.  
 Se agregaron 50 μl de la solución sustrato (tetrametilbencidina (TMB) y peróxido de hidrógeno) en 
cada pocillo. Se incubó la placa durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. 
 Se agregó 25 μl de la solución corte (H2 SO4  2N) en cada pocillo. 
 Se leyó la absorbancia a 450 nm dentro de los 30 minutos de agregada la solución de corte. 
 
3.12. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT. 
Se utilizó la técnica de western blot para detectar tanto proteínas fosforiladas con anticuerpos 
específicos como para la detección de Sbi y SpA aprovechando su capacidad de unir IgG. 
 
3.12.1. Obtención de lisados proteicos. 
 Luego de la estimulación con proteína, se lavaron las células 3 veces con PBS en frío. 
 Se agregó la solución de lisis y se incubó 30 minutos a 4°C con agitación. 
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 Los lisados se centrifugaron durante 10 minutos a 13.000 rpm y los sobrenadantes se 
conservaron a -80°C hasta su posterior utilización en los ensayos de western blot, previa 
cuantificación por el método de Bradford. 
 
3.12.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida y transferencia. 
Las proteínas totales (10 μg) de los lisados celulares o los pellets bacterianos (4 x 108 UFCs en 
100 µl de buffer de siembra) se incubaron a 95° C por 5 y 10 minutos respectivamente. Las muestras 
se corrieron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante (concentrador de 3% y separador 8%, tablas 
2 y 3 respectivamente). Luego de realizar la corrida electroforética las proteínas se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa en buffer de transferencia durante 2 horas a 150 mA/gel. 
 
3.12.3. Detección inmunológica de las proteínas fosforiladas. 
 Se incubó la membrana durante 1 hora con solución de bloqueo.  
 Luego se incubó con el anticuerpo primario en TBS-T 5% BSA con agitación constante ON a 4ºC. 
 Se lavó 3 veces con agitación durante 10 minutos cada vez con TBS-T. 
 Se incubó con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa, durante 1 hora a temperatura 
ambiente. 
 A continuación se lavó 3 veces con agitación durante 10 minutos cada vez con TBS-T. 
 Se lavó la membrana con TBS durante 10 minutos. 
 Se incubó la membrana por 2 minutos con la solución luminol-enhancer. Y posteriormente se 
analizaron con ImageQuant™ TL (Life TechnologiesTM) utilizando al filtro de quimioluminiscencia y 
diferentes tiempos de exposición. Las fotografías se analizaron por densitometría mediante el 
programa ImageJ. 
 
3.12.4. Detección inmunológica de las proteínas SpA y Sbi. 
 Se incubó la membrana durante 1 hora con solución de bloqueo.  
 Se incubó con el anticuerpo 2º conjugado a peroxidasa en TBS-T 5 % BSA con agitación 
constante ON a 4ºC. 
 Se lavó 3 veces con agitación durante 10 minutos cada vez con TBS-T. 
 Se lavó la membrana con TBS  durante 10 minutos. 
 Se incubó la membrana por 2 minutos con la solución luminol-enhancer. Y posteriormente se 
analizaron con ImageQuant™ TL (Life TechnologiesTM) utilizando al filtro de quimioluminiscencia y 
diferentes tiempos de exposición. Las fotografías se analizaron por densitometría mediante el 
programa ImageJ. 
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3.13. EVALUACIÓN ESTADÍSTICA. 
Para determinar si los datos a comparar presentaban distribución normal, se realizó la prueba 
de normalidad de Shapiro-Wilk (al menos 6 valores por grupo de datos) o de Kolmogórov-Smirnov (al 
menos 5 valores por grupo de datos).  Los datos de las muestras que presentaron distribución normal 
fueron analizados mediante la prueba t de Student. Los datos de las muestras que no presentaron 
una distribución normal se analizaron con la prueba de Mann-Whitney no paramétrica. Para el análisis 
de los niveles de citoquinas en el plasma, donde los niveles basales de cada ratón fueron 
comparados con los valores alcanzados luego de la estimulación/desafío; se utilizaron pruebas 
pareadas t o no paramétricas Wilcoxon, dependiendo si los datos pasaron o no las pruebas de 
normalidad. Al realizar comparaciones de más de dos grupos de datos se utilizó análisis de varianza, 
ANOVA (paramétrico o no paramétrico, dependiendo del tipo de distribución que presentaron los 
datos) y post-prueba para evaluar las diferencias de a pares de grupos de datos. Las proporciones 
fueron comparadas mediante la prueba exacta de Fisher y para el análisis de correlaciones se evaluó 
el coeficiente de Spearman para correlaciones no paramétricas. Para el análisis estadístico se utilizó 
el programa GraphPad Prism. 
 
Anticuerpos utilizados para la detección de proteínas fosforiladas 
Anticuerpo Dilución  
1° anti-perk 1/400 Santa Cruz Biotechnology 
1° anti-pp38 1/1000 Santa Cruz Biotechnology 
1° anti-actina 1/2000 Sigma-Aldrich 
2° anti-IgG de ratón 1/2000 Santa Cruz Biotechnology 




























4.1. LA PROTEÍNA SBI CONTRIBUYE A LA RESPUESTA INFLAMATORIA CARACTERÍSTICA DE 
LAS INFECCIONES POR Staphylococcus aureus. 
El primer objetivo de este trabajo consistió en determinar si la proteína Sbi, en forma similar a la 
proteína A, era capaz de participar en la respuesta inflamatoria inducida por S. aureus.  
 
4.1.1. Producción de citoquinas inflamatorias en respuesta al estímulo con Sbi. 
Se determinó si Sbi era capaz de inducir la producción de citoquinas pro-inflamatorias en 
células inmunes. Para ello, cultivos primarios de macrófagos peritoneales murinos fueron estimulados 
con la proteína Sbi-r durante diferentes periodos de tiempo. Se observó un aumento significativo en 
los niveles de IL-6 y TNF-α en el sobrenadante de cultivo luego de dos horas de estimulación (Figuras 
8A y 8B). Por el contrario, niveles significativamente aumentados de IL-1β fueron observados 
únicamente a partir de las 4 horas de estimulación (Figura 8C). Se observó, asimismo, que la 
concentración de 5 µM resultó saturante para la inducción de IL-6 y TNF-α mientras que cuando se 
utilizó Sbi-r 10 µM se produjeron niveles mayores de IL-1β respecto de los observados en respuesta a 
5 µM (Figura 8C). Estos resultados indican que la proteína Sbi de S. aureus induce la producción de 
mediadores inflamatorios en macrófagos. 
 
Figura 8. Inducción de citoquinas pro-inflamatorias. Niveles de IL-6 (A), TNF-α (B) e IL-1β (C) en el 
sobrenadante de cultivo de macrófagos peritoneales estimulados con Sbi-r. Las barras muestran el promedio y 
desvío estándar para cada condición ensayada por triplicado de un experimento representativo de tres.             
*: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; prueba t de Student. 
 
4.1.2. Cascadas de señalización activadas por Sbi. 
A continuación, se caracterizaron las bases moleculares de la producción de citoquinas 
inducidas por Sbi. Nuestro grupo de trabajo ha demostrado previamente que la proteína A activa 
cascadas de señalización inflamatorias a través del receptor TNFR1 induciendo la producción de 




ambos receptores puede activar la fosforilación de las quinasas Erk1/2, p38 y JNK las cuales 
continúan la señalización intracelular que resulta en la activación de factores de transcripción y la 
expresión de genes, particularmente las citoquinas IL-6 y TNF-α.  
 
4.1.2.1. Estimulación del receptor de TNF-α tipo I. 
Considerando que los aminoácidos de SpA involucrados en la interacción con TNFR1 se 
encuentran conservados en Sbi, se determinó si Sbi-r era capaz de estimular la señalización a través 
de dicho receptor para dar lugar a la producción de IL-6 y TNF-α. Para ello, se estableció la cinética 
de producción de ambas citoquinas en macrófagos provenientes de ratones deficientes en TNFR1 
(tnfr1-/-) estimulados con Sbi-r. Se observaron niveles de acumulación de TNF-α significativamente 
menores en células provenientes de ratones tnfr1-/- en comparación con los niveles correspondientes 
en células provenientes de ratones salvajes C57BL/6 a todos los tiempos evaluados (Figura 9A) y 
niveles de IL-6 significativamente menores a tiempos cortos luego de la estimulación (Figura 9B). 
Estos resultados indican que la producción de TNF-α inducida por Sbi-r es dependiente de la 
señalización a través de TNFR1, mientras que en el caso de IL-6 la señalización por TNFR1 es 
importante durante el periodo inicial de estimulación y luego otras vías participan en su producción. 
Posiblemente, la autoinducción de IL-6 así como la activación de otros receptores, por acción de 
mediadores inflamatorios o por acción directa de la proteína Sbi, estén involucrados en este 
fenómeno. 
 
Figura 9. Participación de la vía de TNFR1 en la producción de TNF-α e IL-6 inducida por Sbi. Niveles de 
TNF-α (A) e IL-6 (B) producidos por macrófagos peritoneales de ratones C57BL6 salvajes o tnfr1
-/-
 estimulados 
con Sbi-r 5 µM. Las barras representan el promedio y desvío estándar para cada condición ensayada por 




4.1.2.2. Estimulación del receptor de EGF. 
Los resultados obtenidos con células provenientes de ratones tnfr1-/- sugieren la participación de 
otros mecanismos además de la activación del TNFR1, por lo cual se evaluó si el receptor EGFR era 
activado por Sbi y se estableció su contribución relativa en la producción de IL-6 y TNF-α con 
respecto a TNFR1.  Para ello, macrófagos obtenidos a partir de ratones C57BL/6 o de ratones tnfr1-/- 
fueron estimulados por 2 horas con Sbi-r en presencia o en ausencia de un inhibidor de la actividad 
quinasa de Tirosina de EGFR. La ausencia de señalización a través de EGFR resultó en niveles 
significativamente menores de IL-6 y TNF-α en el sobrenadante de cultivo (Figura 10A y 10B) 
indicando la participación de dicho receptor en la producción de mediadores inflamatorios inducida 
por Sbi. Paralelamente, la ausencia de la señalización a través de ambos receptores dio lugar a 
niveles indetectables de ambas citoquinas (Figura 10A y 10B). En conjunto, estos resultados 
demuestran que Sbi induce la producción de IL-6 y TNF-α en macrófagos mediante la señalización a 
través de TNFR1 y de EGFR. 
 
Figura 10. Participación de la vía de EGFR en la producción de TNF-α e IL-6 inducida por Sbi. Macrófagos 
peritoneales de ratones C57BL6 salvajes o tnfr1
-/-
 fueron estimulados con Sbi-r (5 µM) en presencia o en 
ausencia de AG1478 (10 µM). Las barras representan el porcentaje de IL-6 (A) y TNF-α (B) producidos en cada 
caso con respecto a células de ratones C57BL/6 sin tratar con inhibidor (control). Los datos son indicativos del 
promedio acumulado de los valores obtenidos en tres experimentos independientes realizados con duplicados 
para cada condición ensayada.  *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; prueba t de Student. 
 
4.1.2.3. Participación de la vía de las MAPKs en la inducción de citoquinas por Sbi. 
A continuación, se determinó la capacidad de Sbi-r de inducir la fosforilación de MAPKs 
mediante la detección de las especies fosforiladas por western blot. Se observó la aparición de las 
especies fosforiladas de p38 y Erk1/2 a partir de los 5 y 15 minutos de estimulación con Sbi-r 
respectivamente (Figura 11A y 11B). Las especies fosforiladas comenzaron a ser poco detectables a 





Figura 11. Activación de MAPKs por Sbi. Fosforilación de p38 (A) y Erk1/2 (B) en macrófagos peritoneales de 
ratones BALB/c estimulados con Sbi-r (5 µM). Las barras representan el promedio y desvío estándar de la 
cuantificación relativa de cada especie fosforilada respecto de los niveles de actina en unidades arbitrarias y 
corresponden a dos experimentos independientes. 
 
Luego se determinó la participación de las MAPKs en la producción de IL-6 y TNF-α en 
respuesta a Sbi utilizando inhibidores químicos de la activación de p38 y de Erk1/2. Macrófagos 
provenientes de ratones C57BL/6 fueron estimulados con Sbi-r en presencia o ausencia de dichos 
inhibidores por un período de 2 horas. Se observó la producción de niveles significativamente 
menores de IL-6 y TNF-α inducidos por Sbi-r en presencia tanto del inhibidor de p38 como del 
inhibidor de Erk1/2 (Figura 12A y 12B), aunque la inhibición resultó significativamente mayor en el 
caso del bloqueo de p38.  Estos resultados, en conjunto con la cinética de fosforilación de las MAPKs 
sugieren que p38 y Erk1/2 se encuentran involucradas en la señalización intracelular inducida por Sbi 
que conduce a la producción de TNF-α e IL-6 siendo el rol de p38 posiblemente preponderante con 
respecto al de Erk1/2. 
A fin de caracterizar en mayor profundidad la señalización intracelular inducida por Sbi, se evaluó 
la participación del factor de transcripción NF-κB en la producción de IL-6 y TNF-α. Para ello, 
macrófagos provenientes de ratones C57BL/6 fueron estimulados con Sbi-r en presencia o ausencia 
de MG132, un inhibidor de la activación de NF-κB. Se observó una producción menor de IL-6 y TNF-α 
en presencia del inhibidor (Figura 12A y 12B) indicando que este factor de transcripción participaría 
en la señalización intracelular inducida por Sbi con una mayor implicancia en la producción de TNF-α 
que de IL-6. Dado que la inhibición fue parcial en ambos casos, otros factores de transcripción 





Figura 12. Participación de las MAPKs p38 y Erk1/2 y del factor de transcripción NF-κB en la producción 
de citoquinas inflamatorias inducida por Sbi. Macrófagos peritoneales de ratones C57BL/6 fueron 
estimulados con Sbi-r (5 µM) en presencia o ausencia de los inhibidores de la fosforilación de p38 (SB202190, 
20 µM), de Erk1/2 (PD98059, 10 µM) o del inhibidor de la activación del factor de transcripción NF-κB (MG132, 
50 µM). Las barras representan el porcentaje de IL-6 (A) y TNF-α (B) producidos en cada caso con respecto a 
células sin tratar con inhibidor (control). Los datos representan los promedios acumulados de los valores 
obtenidos en tres experimentos independientes realizados con duplicados para cada condición ensayada.          
*: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; comparaciones realizadas con respecto al control. (a): p < 0.01;                  
(b): p < 0.001; comparaciones realizadas con respecto a la estimulación en presencia del inhibidor de Erk1/2. 
(A-B) prueba t de Student. 
 
4.1.3. Conclusiones parciales. 
Los resultados obtenidos indican que la proteína Sbi de S. aureus es capaz de inducir la 
producción de TNF-α e IL-6 en macrófagos. La estimulación con Sbi provocó además un aumento en 
los niveles de IL-1β, pero en este caso la inducción fue claramente más débil, requiriendo de tiempos 
de estimulación mayores y pudiendo ser un afecto autócrino en respuesta al TNF-α producido. Se 
demostró asimismo, que la inducción de IL-6 y TNF-α por Sbi requiere de la señalización a través de 
los receptores TNFR1 y EGFR. La fosforilación de las MAPKs p38 y Erk1/2 así como también la 
activación del factor de transcripción NF-κB se encuentran involucrados en la señalización intracelular 
que conduce a la producción de IL-6 y TNF-α inducida por la proteína Sbi. 
 
4.1.4.  Rol de la proteína Sbi en la Inducción de mediadores inflamatorios in vivo. 
Utilizando un modelo murino de inflamación peritoneal previamente descripto por nuestro grupo 
de investigación (107), se evaluó la capacidad de Sbi de inducir mediadores inflamatorios in vivo. 
 
4.1.4.1. Producción de citoquinas pro-inflamatorias in vivo. 
Considerando que la proteína Sbi-r indujo un aumento significativo en los niveles de las 
citoquinas IL-1β, IL-6 y TNF-α in vitro, se determinó si la misma era capaz de inducir un incremento 
en los niveles plasmáticos de dichas citoquinas. Para ello, grupos de ratones fueron inoculados por 




aumento significativo de los niveles plasmáticos de IL-6 (Figura 13A) y TNF-α (Figura 13B) a las 2 
horas post-inoculación con respecto a los respectivos niveles basales de dichas citoquinas. Los 
niveles de ambas citoquinas retornaron a sus valores basales a las 4 horas post-inoculación lo cual 
indica que se trata de una respuesta transitoria.  Por el contrario, no se observó aumento en los 
niveles plasmáticos de la citoquina IL-1β a ninguno de los tiempos evaluados (Figura 13C). 
 
Figura 13. Inducción de citoquinas pro-inflamatorias in vivo por Sbi. Niveles plasmáticos de IL-6 (A),      
TNF-α (B) e IL-1β (C). Cada círculo representa un ratón individual, las líneas conectan los valores de citoquinas 
para un mismo individuo en estado basal y post-inoculación. **: p < 0.01; ***: p < 0.001; prueba pareada no 
paramétrica de Wilcoxon. 
 
4.1.4.2. Producción de quimioquinas in vivo y reclutamiento de neutrófilos. 
La presencia de un agente extraño es censada por los macrófagos residentes en los diferentes 
tejidos, activando cascadas de señalización que darán lugar a un aumento en la expresión de 
citoquinas y quimioquinas. Las quimioquinas atraen otros tipos celulares al sitio de infección que 
actuarán en conjunto para eliminar el agente extraño. CXCL-1, es la principal quimioquina implicada 
en el reclutamiento de neutrófilos mientras que CXCL-10 esta implicada en el reclutamiento de 
neutrófilos y de linfocitos (127). A fin de evaluar el posible rol de Sbi en el reclutamiento de neutrófilos 
se determinaron los niveles de expresión de las mencionadas quimioquinas así como el porcentaje de 
neutrófilos acumulados luego de la inoculación intraperitoneal de la proteína recombinante. La 
inoculación de Sbi-r por ruta intraperitoneal indujo un aumento significativo en los niveles de 
expresión de CXCL-1 y CXCL-10 a las 2 horas post-inoculación con respecto a los niveles detectados 
en los ratones inoculados con PBS (Figura 14A y 14B). En concordancia con el aumento en la 
expresión de quimioquinas, a las 4 horas post-inoculación se observó un incremento significativo en 





Figura 14. Inducción de quimioquinas y reclutamiento de neutrófilos en respuesta a Sbi. Niveles de 
expresión de CXCL-1 (A) y CXCL-10 (B) en infiltrados peritoneales determinados mediante RT-PCR en tiempo 
real.  Los valores indican los niveles relativos de expresión de cada gen con respecto a GAPDH para cada ratón 
en unidades arbitrarias (u.a.). Grupos independientes de ratones se utilizaron para determinar el porcentaje de 
neutrófilos reclutados a peritoneo mediante citometría de flujo (C). Cada círculo representa un pool de dos 
ratones (A y B) o ratones individuales (C). **: p < 0.01, prueba no paramétrica de Mann Whitney. 
 
4.1.5. Participación de la proteína Sbi en la respuesta inflamatoria inducida por S. aureus en un 
modelo de infección sistémica. 
Habiendo determinado que la proteína Sbi induce mediadores inflamatorios en ratones cuando 
es administrada por ruta intraperitoneal se decidió establecer si participa significativamente en la 
respuesta inflamatoria inducida por S. aureus. Para ello se utilizó un modelo de infección peritoneal 
subletal (79). Grupos de ratones fueron inoculados por ruta intraperitoneal con 4 x 107 UFC de               
S. aureus, la mutante isogénica Sbiˉ o la cepa complementada Sbiˉ(Sbi).  
 
4.1.5.1. Inducción de citoquinas pro-inflamatorias. 
Se determinaron los niveles plasmáticos de IL-6 basales y a 4 post-inoculación en los distintos 
grupos evaluados. Se observó un aumento significativo en los niveles de IL-6 en ratones inoculados 
con S. aureus a las 4 horas post-desafío (Figura 15A y 15D). En ausencia de la expresión de Sbi 
(ratones inoculados con Sbiˉ) los niveles de IL-6 a las 4 horas post-inoculación fueron 
significativamente menores que los observados en el grupo desafiado con S. aureus (Figura 15B y 
15D).  Más aun, el restablecimiento de la expresión de Sbi desde un vector de expresión provocó, en 
el grupo de ratones inoculados con Sbiˉ(Sbi), la inducción de niveles de IL-6 similares a los inducidos 
por la cepa salvaje (Figura 15C y 15D). En cuanto a las citoquinas TNF-α e IL-1β, los ratones 
inoculados con la cepa Sbiˉ presentaron niveles circulantes similares a los observados en ratones 
desafiados con S. aureus a las 4 horas post-inoculación (Figura 15E y 15F), indicando que Sbi no 
participa significativamente en la inducción de IL-1β y TNF-α por S. aureus al menos durante el 





Figura 15. Participación de Sbi en la inducción citoquinas durante la infección temprana por S. aureus. 
(A, B, C) Niveles plasmáticos de IL-6 en los diferentes grupos de ratones. (D, E, F) Niveles de IL-6 (D), TNF-α 
(E) e IL-1β (F) a las 4 horas post-inoculación en los diferentes grupos experimentales. (A, B y C) *: p < 0.05;     
**: p < 0.01, prueba pareada no paramétrica de Wilcoxon. (D) *: p < 0.01, ANOVA paramétrico y post-prueba de 
Bonferroni. (E y F) Prueba no paramétrica de Mann Whitney. 
 
4.1.5.2. Inducción de quimioquinas y reclutamiento de neutrófilos.  
A continuación, se evaluó la producción de quimioquinas en peritoneo en respuesta a la 
infección por S. aureus. Se observó un incremento en la expresión de CXCL-1 a las 2 horas post-
inoculación (Figura 16A) y un aumento en la expresión de CXCL-10 a las 4 horas post-inoculación 
(Figura 16B). Los ratones inoculados con la cepa mutante Sbi- presentaron niveles significativamente 
menores de transcripción de CXCL-1 comparados con los observados en ratones desafiados con la 
cepa salvaje a las 2 horas post-inoculación (Figura 16A) y niveles de expresión de CXCL-10 
levemente menores que los observados en respuesta a la cepa salvaje a las 4 horas post-inoculación 
(Figura 16B). 
Con la finalidad de determinar si las diferencias en los niveles de quimioquinas condicionaban el 
reclutamiento de neutrófilos se evaluó la presencia de los mismos en la cavidad peritoneal a las 24 
horas post-inoculación. En concordancia con los elevados niveles de expresión de quimioquinas, se 




S. aureus con respecto a los del grupo control inoculados con PBS (Figura 16C).  Por el contrario, en 
los ratones inoculados con la mutante Sbiˉ se observó que el porcentaje de neutrófilos reclutados 
resultó significativamente menor al obtenido en respuesta a S. aureus y no mostró diferencias con 
respecto a los niveles observados en el grupo control (Figura 16C).  La cepa complementada    
Sbiˉ(Sbi) indujo la presencia de neutrófilos en el peritoneo en el mismo orden de magnitud que el 
observado en ratones desafiados con S. aureus y significativamente mayores a los detectados en 
ratones inoculados con la mutante Sbiˉ (Figura 16C). Estos resultados indican que la expresión de Sbi 
es crítica para el reclutamiento inicial de neutrófilos al peritoneo. 
 
Figura 16. Participación de Sbi en la inducción de quimioquinas y el reclutamiento de neutrófilos 
durante la infección temprana por S. aureus. Niveles de expresión relativa de CXCL-1 (A) y CXCL-10 (B) con 
respecto a GAPDH en infiltrados peritoneales de los diferentes grupos experimentales determinados por RT-
PCR en tiempo real. (C) Porcentaje de neutrófilos reclutados a peritoneo a las 24 horas post-inoculación 
determinado mediante citometría de flujo. Cada círculo representa un pool de dos ratones (A y B) o ratones 
individuales (C).  (A y B) *: p < 0.05; **: p <0.01; prueba no paramétrica de Mann Whitney. (C) *: p < 0.01;         




4.1.6. Conclusiones parciales. 
Los resultados obtenidos indican que la proteína Sbi de S.aureus induce un aumento transitorio 
en los niveles circulantes de IL-6 y TNF-α cuando es administrada en ratones por ruta intraperitoneal. 
Asimismo, se demostró que Sbi contribuye significativamente a la inducción de IL-6 en un modelo de 
infección sistémica por S. aureus. La presencia de Sbi resultó, además, crítica para la inducción de 
CXCL-1 y el reclutamiento de neutrófilos al peritoneo. 
 
4.2. ROL DE LAS PROTEINAS SBI Y SPA EN LA PATOGENIA DE LAS INFECCIONES 
SISTEMICAS Y LOCALIZADAS POR S. aureus. 
Como se mencionó anteriormente, las proteínas Sbi y SpA comparten propiedades que les 
permiten evadir el sistema inmune (79, 111, 120, 128). Ambas son capaces de unir IgG a través de 
sus respectivos dominios los cuales presentan elevada identidad de secuencia (120) y ambas 
participan, tal como demostró en el presente trabajo y en trabajos previos del laboratorio (76, 79, 
107), en la inducción de citoquinas inflamatorias y quimioquinas (76, 80, 129). A su vez, estas 
proteínas poseen funciones propias que no son compartidas por la otra, como es el consumo fútil del 
complemento por Sbi o la inducción de apoptosis de células B por parte de SpA.  Es por ello, que en 
esta segunda etapa de la investigación se propuso dilucidar si estas proteínas poseen o no roles 
redundantes en la patogenia de las infecciones por S. aureus. Entre los diferentes tipos de infección 
que S. aureus causa, el trabajo se focalizó en el estudio del rol de Sbi y SpA durante la infección 
sistémica en contraposición con la infección cutánea localizada. 
La elección de dos modelos diferentes de infección se basó en que para un patógeno tan 
complejo como S. aureus, por la diversidad de infecciones que produce y su gran variedad de 
factores de virulencia, es posible que el rol de algunos factores de virulencia difiera de acuerdo al tipo 
de infección.  Es por ello que se evaluó el rol de Sbi y SpA en la patogenia de las infecciones 
sistémicas por S. aureus, en las cuales la respuesta inflamatoria excesiva puede resultar deletérea 
para el hospedador y en la patogenia de la infección de piel en la cual la respuesta inflamatoria es 
crítica para la contención y eliminación de la bacteria. 
 
4.2.1. Infecciones sistémicas por S. aureus. 
Se utilizó, como modelo de infección sistémica, la peritonitis.  En el modelo murino de peritonitis 
la bacteria es administrada por ruta intra-peritoneal generando una rápida respuesta inflamatoria local 
determinada por el reclutamiento de neutrófilos al sitio de inoculación como se muestra en la figura 
16C y ha sido demostrado en la literatura (130). La bacteria alcanza rápidamente el torrente 




infección sistémica con la colonización de diferentes órganos como pulmón, hígado, bazo y riñón.  
Dicho modelo ha sido utilizado ampliamente para establecer la función de diferentes factores de 
virulencia (131). 
 
4.2.1.1. Regulación de la expresión de Sbi y SpA por componentes del suero. 
Se ha documentado previamente una mayor transcripción de Sbi y SpA cuando la bacteria se 
incuba en sangre o en suero humanos (132). En el caso de Sbi, se demostró, asimismo, que el 
aumento en la transcripción se ve reflejado en un aumento de la expresión proteica y que el 
componente del suero responsable de dicha regulación es la inmunoglobulina G (133). Previamente a 
evaluar el rol de Sbi y de SpA durante la infección sistémica por S. aureus, se determinó si su 
expresión se encontraba regulada en presencia de suero de ratón. Dado que tanto Sbi como SpA 
pueden sufrir regulación a nivel post-transcripcional (134–137), se decidió evaluar la expresión a nivel 
de proteína. Para ello, se realizaron cultivos de las cepas mutantes SpAˉ (para la detección de Sbi) y 
Sbiˉ (para la detección de SpA) en presencia o ausencia de suero normal de ratón y se evaluaron los 
niveles de expresión de cada una de ellas mediante western blot. Se observó un aumento de la 
expresión de Sbi (Figura 17A) y mayoritariamente de la forma de 55 KDa de SpA (que es la forma 
proteica que permanece anclada en la pared) (Figura 17B) en presencia de suero. Los resultados 
demuestran que mecanismos de regulación similares a los que ocurren en sangre humana pueden 
tener lugar en la sangre de ratón. La regulación positiva de la expresión de Sbi y de SpA en presencia 
de suero sugiere además que estas proteínas podrían desempeñar un rol importante en la patogenia 
cuando la bacteria alcanza el torrente sanguíneo. 
Se ha demostrado que Sbi y SpA aumentan la persistencia de S. aureus en sangre humana 
(111). Con la finalidad de validar al ratón como huésped en nuestros estudios in vivo, se utilizó un 
modelo de bacteriemia in vitro (125) con sangre murina para verificar las diferencias en la sobrevida 
de S. aureus y las mutantes Sbiˉ, SpAˉ o SbiˉSpAˉ. Se determinó que S. aureus persiste durante al 
menos 4 horas en sangre murina respecto del inóculo inicial (Figura 17C) observándose una 
disminución de sólo un orden de magnitud en el recuento de bacterias. Por el contrario, las mutantes 
Sbiˉ, SpAˉ y SbiˉSpAˉ fueron eliminadas más eficientemente observándose una disminución de 4 
órdenes de magnitud a las 4 horas de incubación (Figura 17C). Mediante estos resultados se verificó 
que Sbi y SpA contribuyen a la sobrevida de S. aureus en sangre murina in vitro como se describió 





Figura 17. Regulación de la expresión de Sbi y de SpA por componentes del suero de ratón e 
importancia de la expresión de dichas proteínas en la sobrevida bacteriana en sangre. (A, B) Expresión 
de Sbi en cultivos de la cepa SpAˉ (A) y expresión de SpA en cultivos de la cepa Sbiˉ (B) crecidos en medio 
TSB con o sin el agregado de suero normal de ratón (SNR) al 10%. La detección de las proteínas se realizó 
mediante western blot utilizando anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa.  Las bandas fueron 
cuantificadas utilizando el programa Image J. (C) Sobrevida de S. aureus y las mutantes Sbiˉ, SpAˉ o SbiˉSpAˉ 
en sangre de ratón al 50% a las 2 y 4 horas de incubación a 37°C con 5% de CO2. Se presenta el número de 
UFC remanentes a cada tiempo evaluado. (C) Comparción entre S. aureus y cada una de las mutantes.          
***: p < 0.001; ANOVA paramétrico y post-prueba de Bonferroni.   
 
4.2.1.2. Bacteriemia durante el estadio inicial de la infección peritoneal. 
A fin de establecer el rol de las proteínas Sbi y SpA durante la infección sistémica por S. aureus, 
se determinó el porcentaje de bacteriemia en ratones inoculados por ruta intraperitoneal con               
4 x 107 UFC de S. aureus, la mutante SpAˉ, la mutante Sbiˉ o la mutante doble SbiˉSpAˉ. El grupo de 
ratones desafiados con S. aureus presentó un elevado porcentaje de bacteriemia a las 2 y 4 horas 
post-inoculación (Figura 18A) el cual disminuyó haciéndose cercano a cero a las 24 horas             
post-inoculación.  En los ratones inoculados con las cepas mutantes Sbiˉ o SpAˉ se observó que el 
porcentaje de bacteriemia resultó significativamente menor tanto a las 2 como a las 4 horas post-
inoculación (Figura 18A). Se observó asimismo que el porcentaje de bacteriemia fue aún menor en el 
grupo desafiado con la mutante Sbiˉ comparado con el grupo inoculado con la mutante SpAˉ, 
sugiriendo una mayor participación de Sbi en la evasión de la respuesta inmune que conduce a la 
erradicación de la bacteria en sangre. En disidencia con lo esperado, el porcentaje de bacteriemia en 
ratones inoculados con la mutante doble SbiˉSpAˉ no resultó diferente del porcentaje de bacteriemia 
observado en el grupo inoculado con S. aureus (Figura 18A). Sin embargo, al determinar la carga 
bacteriana en sangre a las 2 horas post-inoculación se observó que en los ratones desafiados con la 
cepa salvaje el número de bacterias resultó mayor en comparación con el correspondiente número en 
los grupos desafiados con todas las mutantes evaluadas (Figura 18B). En concordancia con los 




ambas proteínas la bacteria es eliminada mas eficientemente del torrente sanguíneo demostrando la 
importancia de las mismas en la evasión de la respuesta inmune in vivo. 
Al evaluar la respuesta inflamatoria en sangre a las 4 horas post-inoculación se observó el 
aumento de IL-6 en todos los grupos experimentales en comparación con ratones inoculados con 
PBS (Figura 18C).  Sin embargo, los niveles de IL-6 resultaron significativamente menores en ratones 
desafiados con las mutantes Sbiˉ, SpAˉ o SbiˉSpAˉ en comparación con ratones desafiados con la 
cepa salvaje (Figura 18C). No se observó un aumento significativo de IL-1β circulante en ninguno de 
los grupos experimentales en comparación con el grupo control (resultados no mostrados). Se 
detectó un aumento en los niveles TNF-α con respecto al grupo control únicamente en ratones 
desafiados con las mutante SpAˉ y SbiˉSpAˉ (Figura 18D) (79).  
 
Figura 18. Rol de SpA y Sbi en el desarrollo de bacteriemia desde un foco peritoneal. Ratones BALB/c 
fueron inoculados con S. aureus (SA, n=21-36), las mutantes SpAˉ (n=9-19), Sbiˉ (n=12-27), SbiˉSpAˉ (n=6-10) 
o PBS (control, n=7-13). (A) Porcentaje de bacteriemia a las dos y a las cuatro horas post-inoculación (p.i.). (B) 
Carga bacteriana en sangre a dos horas p.i.. Cada punto representa un ratón individual y la línea horizontal la 
mediana de cada grupo. (C, D) Niveles de IL-6 (C) y TNF-α (D) plasmáticos en los diferentes grupos 
experimentales a cuatro horas p.i.. Las barras y sus bigotes representan los valores obtenidos en cada grupo 
con sus respectivas medianas, máximo y mínimo. (A) *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; prueba exacta de 
Fisher. (B) *: p < 0.05; ANOVA no paramétrico y post-prueba de Dunns. (C, D) *: p < 0.05; ***: p < 0.001; (a): p < 
0.05; (b): p < 0.01; (c): p < 0.001; las letras representan comparaciones con respecto a PBS. (C) ANOVA 




4.2.1.3. Colonización de pulmón y bazo. 
Luego se evaluó la capacidad de las diferentes cepas de establecer focos de infección en 
órganos a distancia.  Para ello se determinó la carga bacteriana en pulmón y bazo a las 4 y 24 horas 
post-inoculación en ratones desafiados con S. aureus, la mutante SpAˉ, la mutante Sbiˉ, la doble 
mutante SbiˉSpAˉ o la cepa complementada Sbiˉ(Sbi). Se observó un 100% de colonización de 
pulmón y bazo en todos los grupos experimentales estudiados a las 4 horas post-inoculación con 
similar carga bacteriana en los mismos (mediana de 1.4 x 104 UFC en bazo, mediana de                  
3.7 x 103 UFC en pulmón) sugiriendo que la llegada de todas las cepas a los órganos fue similar 
durante la etapa inicial de la infección. Al evaluar la colonización de dichos órganos a las 24 horas 
post-inoculación, no se observaron diferencias en los porcentajes de colonización de bazo, mientras 
que en pulmón, se observó que los ratones desafiados con la mutante Sbiˉ presentaron porcentajes 
de colonización menores que el grupo desafiado con la cepa salvaje (Figura 19A). Al evaluar la carga 
bacteriana en los órganos a las 24 horas post-inoculación no se observaron diferencias en el número 
de UFC recuperadas de bazo en los diferentes grupos experimentales (mediana de 5.7 x 104 UFC). 
Por el contrario, los pulmones de ratones inoculados con la mutante Sbiˉ presentaron un contenido 
significativamente menor de bacteria que los desafiados con la cepa salvaje o la mutante SpAˉ 
(Figura 19B). Estos resultados indican que Sbi estaría implicada en la evasión de la respuesta inmune 
que permite la colonización de pulmón hasta al menos 24 horas post-inoculación. La relevancia 
biológica de este hallazgo fue confirmada utilizando la cepa complementada que expresa Sbi. El 
desafío con dicha cepa produjo niveles de colonización similares a los correspondientes al desafío 
con S. aureus (Figura 19A) y restableció parcialmente la carga bacteriana en pulmón a las 24 horas 
post-inoculación (Figura 19A). 
Al evaluar la colonización y carga bacteriana en pulmón en el grupo de ratones desafiados con 
la mutante SbiˉSpAˉ no se observaron resultados similares a los obtenidos en ratones desafiados con 
la mutante Sbiˉ (Figura 19A y 19B) sugiriendo que la ausencia de expresión de ambas proteínas en 
forma simultánea produce efectos que difieren de los que se observan en ausencia de cada una de 
ellas en forma individual probablemente debido a los múltiples mecanismos de evasión y estimulación 
del sistema inmune en los que participan SpA y Sbi. Para comprender en mayor profundidad los 
resultados obtenidos, se evaluó el porcentaje de neutrófilos presentes en pulmón a las 24 horas      
post-inoculación. El porcentaje de neutrófilos presentes en pulmón de ratones inoculados con            
S. aureus resultó similar al observado en ratones inoculados con las mutantes simples Sbiˉ y SpAˉ 
(Figura 19C). Por el contrario, el reclutamiento de neutrófilos a pulmón resultó deficiente en los 
ratones inoculados con la mutante doble SbiˉSpAˉ (Figura 19C), lo que podría explicar la menor 




Figura 19. Rol de SpA y Sbi en la colonización de pulmón secundaria al foco peritoneal. Grupos de 
ratones BALB/c fueron inoculados con S. aureus (n=36), la mutante SpAˉ (n=23), la mutante Sbiˉ (n=35), la 
doble mutante SbiˉSpAˉ (n=16) o la cepa complementada Sbiˉ (Sbi) (n=19). A las 24 horas post-inoculación se 
determinó en homogenatos de pulmón la presencia de bacterias (A), la carga bacteriana (B) y el porcentaje de 
neutrófilos (C). (B y C) Cada punto representa un ratón individual y la línea horizontal la mediana para cada 
grupo. (A) **: p < 0.01; prueba exacta de Fisher. (B, C) *: p < 0.05; **: p < 0.01; ANOVA no paramétrico y       
post-prueba de Dunns. (A) (a): p < 0.05; prueba no paramétrica de Mann Whitney.  
 
4.2.2. Conclusiones parciales. 
Los resultados obtenidos indican que durante la infección peritoneal, tanto la proteína Sbi como 
SpA tendrían un rol importante en el desarrollo de bacteriemia. Estos resultados concuerdan con la 
menor sobrevida observada en sangre de las mutantes Sbiˉ y SpAˉ, debida a la ausencia de los 
mecanismos de evasión mediados por las mismas. Por el contrario, los resultados sugieren que luego 
de la llegada a pulmón, sólo Sbi participaría en la evasión del sistema inmune que le permite a          
S. aureus persistir en el mismo. El rol de Sbi en la eliminación bacteriana en pulmón concuerda con 
reportes previos de la importancia que inhibidores del sistema del complemento tienen en la 
eliminación bacteriana en pulmón (138) debido a la disminución de opsoninas disponibles que 
faciliten la fagocitosis.  Un hallazgo a remarcar es que en ausencia de ambas proteínas se observó un 
efecto deletéreo, probablemente debido a que la participación de Sbi y SpA en la inducción de 





4.2.3. Rol de Sbi y SpA en la patogenia de las infecciones localizadas por S. aureus. 
Como modelo de infección localizada, se utilizó la infección cutánea. En este tipo de infección, 
la bacteria es administrada por ruta subcutánea y se ha reportado que la inducción de IL-1β e IL-6 es 
crítica para la resolución del proceso infeccioso ya que la primera permite el reclutamiento de 
neutrófilos (139, 140) y la segunda contribuye a la activación de los mismos (141, 142). El desarrollo 
de las lesiones cutáneas depende de la carga bacteriana y de la cepa administrada.  En el presente 
trabajo se utilizó una dosis que da lugar a una infección localizada con desarrollo de dermonecrosis 
(143). 
 
4.2.3.1. Participación de la proteína Sbi y SpA en el desarrollo de lesiones cutáneas.  
Debido a la capacidad de Sbi y SpA de inducir una respuesta inflamatoria y participar en 
diferentes mecanismos de evasión, se procedió a estudiar su participación en el desarrollo de 
infecciones de piel. Luego de la inoculación de S. aureus o de la mutante Sbiˉ en el seno sub-cutáneo 
puede observarse el desarrollo de lesiones en piel a partir de las 6 horas post-inoculación. Dichas 
lesiones se caracterizan por ser 100% dermonecróticas y presentar ulceración (Figura 20A).  
Utilizando este modelo se determinó el área de la lesión cutánea mediante la fórmula                        
[A = π x (L/2) x (W/2)] (126), donde L es el largo de la lesión y W el ancho, al día 3 post-inoculación.  
Se observó que las lesiones desarrolladas en animales inoculados con la cepa mutante Sbiˉ fueron 
significativamente mayores que las observadas en animales desafiados con S. aureus (Figura 20B) y 
que las lesiones desarrolladas en ausencia de SpA (cepa SpAˉ) resultaron de mayor tamaño que las 
observadas en animales desafiados con S. aureus e incluso que las correspondientes a los animales 
desafiados con la mutante Sbiˉ (Figura 20B). A pesar de la diferencia en el tamaño de lesión inducida 
por las mutantes SpAˉ y Sbiˉ, no se observaron diferencias significativas en la carga bacteriana con 
respecto a las lesiones desarrolladas en animales desafiados con S. aureus al día 3 post-inoculación 
(Figura 20C).  No obstante, las medianas de las UFC en las lesiones causadas por las mutantes 
resultaron más elevadas que la correspondiente en animales inoculados con S. aureus (S. aureus: 




Figura 20. Desarrollo de lesiones cutáneas en ausencia de la expresión de SpA o Sbi.  (A) Imagen de las 
lesiones. Se muestra un miembro representativo de cada grupo a los 3 días post-inoculación. La barra 
representa 1 cm. (B) Superficie de las lesiones en cm
2
. (C) Carga bacteriana de las lesiones. (B y C) Cada 
punto representa un ratón individual y la línea horizontal la mediada para cada grupo. (B y C) n.s.: no 
significativo; *: p < 0.05; ***: p < 0.001; ANOVA no paramétrico y post-prueba de Dunns. 
 
4.2.2.2. Respuesta inflamatoria local. 
Luego se cuantificaron las citoquinas y quimioquinas presentes en el sobrenadante de los 
homogenatos de las lesiones a día 3 post-inoculación. Se observó una menor acumulación de la 
citoquina pro-inflamatoria IL-6 en las lesiones desarrolladas en animales inoculados con las mutantes 
SpAˉ y Sbiˉ con respecto a las observadas en animales inoculados con S. aureus (Figura 21A).  Se 
observó una tendencia a valores menores de las citoquinas IL-1β y TNF-α en las lesiones 
provenientes de animales inoculados con ambas cepas mutantes en comparación con los 
correspondientes a S. aureus.  Sin embargo, únicamente se observaron diferencias significativas en 
los niveles de IL-1β y TNF-α en las lesiones provenientes de animales inoculados con la mutante 
SpAˉ, siendo estos valores menores a los detectados en las lesiones de animales inoculados con la 
mutante Sbiˉ (Figura 21B y 21C). Los niveles de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 resultaron 







Figura 21. Participación de SpA y Sbi en la inducción la respuesta inflamatoria local.  Niveles de IL-6 (A), 
IL-1β (B), TNF-α (C) e IL-10 (D) a día 3 post-inoculación en sobrenadantes de homogenatos de las lesiones 
determinados por ELISA. (A-D) n.s.: no significativo; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ANOVA paramétrico y post-
prueba de Dunnett.  
 
Asimismo, se observó una menor acumulación de CXCL-1 y CXCL-10 en las lesiones 
desarrolladas en animales inoculados con la mutante SpAˉ con respecto a las observadas en 
animales inoculados con S. aureus (Figura 22A).  Por el contrario, no se observaron diferencias en los 
niveles de quimioquinas en las lesiones desarrolladas en respuesta a la mutante Sbiˉ con respecto a 
las correspondientes a S. aureus (Figura 22B).  Al caracterizar la composición leucocitaria de las 
lesiones no se observaron diferencias en el porcentaje de neutrófilos o de linfocitos T presentes en 
las lesiones provenientes de animales inoculados con la mutantes SpAˉ o Sbiˉ con respecto a 
aquéllos inoculados con S. aureus (Figura 22C y 22D). Sin embargo, se observó una mayor 





Figura 22. Participación de SpA y de Sbi en la inducción de respuesta inflamatoria local. Niveles de    
CXCL-1 (A) y CXCL-10 (B) en las lesiones al día 3 post-inoculación determinados por ELISA. (C, D) 
Composición leucocitaria de las lesiones determinada mediante citometría de flujo. (A-D) n.s.: no significativo;   
*: p < 0.05; ANOVA paramétrico y post-prueba de Dunnett. 
 
4.2.2.3. Diseminación bacteriana. 
Las infecciones de piel por S. aureus suelen complicarse causando infecciones invasivas (17, 
139).  Es por ello que, a fin de determinar la implicancia de la expresión de SpA y Sbi en el desarrollo 
de infecciones invasivas a partir de un foco de infección cutánea, se determinó la colonización de 
pulmón, riñón, bazo e hígado en ratones inoculados con S. aureus o las mutantes SpAˉ y Sbiˉ a los 3 
días post-inoculación.  Se observó invasión de órganos distales en los animales inoculados siendo los 
porcentajes de colonización de hígado y bazo similares entre todas las cepas evaluadas (Figura 23A 
y 23B).  Asimismo, se observó una tendencia a un menor porcentaje de colonización de pulmón y 
riñón en los ratones inoculados con la mutante Sbiˉ (Figura 23C y 23D) y a mayores porcentajes de 
colonización en dichos órganos en animales inoculados con la mutante SpAˉ (Figura 23C y 23D) con 
respecto a los valores correspondientes a S. aureus.  Al evaluar el número de UFC recuperadas de 
los riñones y pulmones colonizados se observó una tendencia a mayores valores de UFC en pulmón 
en el caso de los animales inoculados con la mutante SpAˉ (Figura 23E) y menores valores de UFC 




Figura 23. Participación de SpA y de Sbi en la colonización de órganos distales desde el foco cutáneo.  
Porcentajes de colonización de bazo (A), hígado (B), pulmón (C) y riñón (D) a día 3 post-inoculación en ratones 
desafiados con S. aureus (SA), Sbiˉ o SpAˉ.  UFC en pulmón (E) y riñón (F) con cultivos positivos. (A-D) Prueba 
de proporciones exacta de Fisher.  (E y F) n.s.: no significativo; ANOVA no paramétrico y post-prueba de 
Dunns. 
 
A fin de profundizar el estudio de los efectos sistémicos relacionados a la invasividad desde el 
foco cutáneo se determinó el porcentaje de neutrófilos presentes en pulmón a los 3 días post-
infección. En este caso se observó un porcentaje de neutrófilos significativamente mayor en 
pulmones de ratones desafiados con la mutante SpAˉ que los observados en ratones inoculados con 
S. aureus (Figura 24A). Interesantemente, al considerar de manera conjunta el área de las lesiones 
cutáneas desarrolladas en respuesta al desafio con las mutantes SpAˉ y Sbiˉ y con S. aureus se 
observó una correlación positiva entre el tamaño de las lesiones y el porcentaje de neutrófilos 
presentes en pulmón (Figura 24B) lo que sugeriría que una lesión de mayor tamaño podría ser 




Figura 24. Participación de SpA y de Sbi en el reclutamiento de neutrófilos a pulmón durante la infección 
cutánea por S. aureus.  (A) Porcentaje de neutrófilos en pulmón a día 3 post-inoculación. (B) Correlación entre 
el área de las lesiones cutáneas y el porcentaje de neutrófilos en pulmón.  (A) n.s.: no significativo;  *: p < 0.05; 
ANOVA paramétrico y post-prueba de Dunnett. (B) *: p < 0.05; r= 0.4438; prueba de correlación no paramétrica 
de Spearman. 
 
4.2.2.4. Desarrollo de lesiones cutáneas en ausencia de la expresión de las proteínas SpA y Sbi.  
Posteriormente, se evaluó el efecto que la ausencia de expresión de ambas proteínas tiene en 
el desarrollo de infección de piel. Para ello, grupos de ratones fueron inocularos con 1x108 UFC de la 
mutante doble SbiˉSpAˉ en el seno subcutáneo y las lesiones desarrolladas fueron comparadas con 
las correspondientes en animales desafiados con S. aureus.  El desafío con la mutante doble 
SbiˉSpAˉ indujo el desarrollo de lesiones de un tamaño significativamente mayor al observado en 
animales inoculados con S. aureus (Figuras 25A y 25B).  El análisis comparativo de las lesiones 
desarrolladas en ratones desafiados con las mutantes SpAˉ o SbiˉSpAˉ (medianas de 1.41 y 1.43 cm2 
respectivamente) respecto de las lesiones desarrolladas en respuesta a la mutante Sbiˉ (mediana de 
0.9 cm2) sugiere un rol preponderante para SpA en la protección frente al desarrollo de lesiones 
cutáneas. Al determinar la carga bacteriana en las lesiones a día 3 post-inoculación se observó que 
aún en ausencia de Sbi y SpA simultáneamente no se observaron diferencias en el contenido de UFC 
de las lesiones con respecto a las correspondientes a ratones desafiados con S. aureus (Figura 25C). 
 
4.2.2.5. Respuesta inflamatoria local en ausencia de la expresión de Sbi y SpA. 
Al evaluar la presencia de citoquinas inflamatorias se observó que las lesiones desarrolladas en 
respuesta al desafío con la cepa SbiˉSpAˉ presentaron niveles significativamente menores de IL-1β e 
IL-6 y una tendencia a menores niveles de TNF-α en comparación con las correspondientes a la cepa 
salvaje (Figura 26A, 26B y 26C).  Por el contrario, no se observaron diferencias en los niveles de la 
citoquina anti-inflamatoria IL-10 (Figura 26D). Paralelamente, al evaluar los niveles de quimioquinas 




la acumulación de CXCL-1 y de CXCL-10 resultó menor que la correspondiente en las lesiones 
desarrolladas durante la infección por S. aureus (Figura 26E y 26F). 
 
Figura 25. Desarrollo de lesiones cutáneas en ausencia de la expresión de SpA y Sbi. (A) Imagen de las 
lesiones. La barra representa 1 cm. (B) Superficie de las lesiones en cm
2
. (C) Carga bacteriana de las lesiones 
a día 3 post-inoculación. (B y C) Cada punto representa un ratón individual y la línea horizontal la mediada para 
cada grupo. (B y C) *: p < 0.05; ***: p < 0.001; ANOVA paramétrico y post- prueba de Dunnett. (C) ANOVA no 
paramétrico y post-prueba de Dunns. 
 
4.2.2.6. Diseminación bacteriana en ausencia de la expresión de Sbi y SpA. 
Luego se evaluó la colonización de bazo, hígado, pulmón y riñón a día 3 post-inoculación en 
ratones inoculados con la mutante SbiˉSpAˉ en comparación con S. aureus. En forma similar a los 
resultados obtenidos con la mutante SpAˉ, en ausencia de la expresión de ambas proteínas se 
observo una tendencia a una mayor colonización de órganos pero no se evidenciaron diferencias 
significativas (Figura 27A, 27B, 27C y 27D). Al evaluar la carga bacteriana en los diferentes órganos, 
no se observaron diferencias en bazo (medianas de 61-111 UFC), hígado (medianas de 2400-2960 









Figura 26. Respuesta inflamatoria local en ausencia de SpA y Sbi. Niveles de IL-1β (A), IL-6 (B), TNF-α (C), 
IL-10 (D), CXCL-1 (E) y CXCL-10 (F) en sobrenadantes de homogenatos de las lesiones cutáneas a día 3     
post-inoculación.  (A-F) n.s.: no significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; prueba t de Student. 
 
 
Figura 27. Participación de SpA y Sbi en la diseminación de S. aureus desde el foco cutáneo.  
Porcentajes de colonización en homogenatos de bazo (A), hígado (B), riñón (C) y pulmón (D) al día 3 post-





4.2.2.7. Análisis histopatológico de las lesiones cutáneas.  
A fin de caracterizar con mayor profundidad las lesiones cutáneas desarrolladas en respuesta al 
desafío con S. aureus y las implicancias de la ausencia de expresión de Sbi y/o SpA, se realizaron 
tinciones con hematoxilina eosina en cortes histológicos de las lesiones. El análisis histopatológico 
evidenció que únicamente en el caso de las lesiones producidas por S. aureus puede observarse un 
absceso circunscripto con un infiltrado inflamatorio focalizado en la periferia de la agrupación 
bacteriana (Figura 28A y 28B). Se observó asimismo, necrosis de la epidermis y ulceración. Al 
considerar las lesiones desarrolladas en respuesta a la mutante SpAˉ (Figura 28C y 28D), por el 
contrario, se observó un infiltrado inflamatorio difuso y la presencia de conglomerados de bacteria 
diseminados en la lesión con extensa necrosis de dermis y epidermis, así como también mayor 
compromiso de músculo esquelético (Figura 28C y 28D). Las lesiones de desarrolladas en animales 
desafiados con la mutante Sbiˉ presentaron un infiltrado inflamatorio difuso y gran número de 
conglomerados bacterianos (Figura 28E y 28F). Por lo tanto, a pesar que las lesiones desarrolladas 
en respuesta al desafío con las mutantes SpAˉ y Sbiˉ poseen macroscópicamente tamaños 
diferentes, su organización tisular es similar. Las lesiones desarrolladas por la mutante doble 
SbiˉSpAˉ resultaron similares a las respectivas en las mutantes simples, aunque en este caso el 
compromiso del músculo esquelético, la necrosis y la ulceración de dermis y epidermis resultó aún 
más importante que en las lesiones de las mutantes simples (Figura 28G y 28H), resaltando el rol 
protectivo ambas proteínas en las infecciones cutáneas. La tabla 13 resume el análisis de la 




Tabla 13. Resumen de la histopatología de las lesiones desarrolladas en respuesta al desafío con las 
diferentes cepas.  
 
 S. aureus SpAˉ Sbiˉ SpAˉSbiˉ 
Abscesos con paredes 
definidas 
+ + + + -/+ -/+ 
Ulceración de epidermis 
y dermis 
+ + + + + + 
Necrosis de epidermis y 
dermis 
+ + + + + + + + 
Focalización del 
infiltrado inflamatorio 
+ + + + -/+ + 
Agrupaciones 
bacterianas 
+ + + + + + + + 
Compromiso de músculo 
esquelético 





Figura 28. Histopatología de las 
lesiones cutáneas. Se presentan 
imágenes de tinciones con 
hematoxilina-eosina en cortes 
histológicos a día 3 post-
inoculación con S. aureus (A y B), 
SpAˉ(C y D), Sbiˉ (E y F) o 
SbiˉSpAˉ (G y H).  Se muestra un 
corte representativo de dos 
analizados para cada cepa. En las 
imágenes se observa: abscesos 
con paredes definidas (puntas de 
flechas negras), agrupaciones de  
bacterias (flechas negras), 
necrosis de dermis y epidermis 
(puntas de flechas rojas), infiltrado 
inflamatorio invadiendo músculo 
esquelético (flechas azules) y 




4.2.2.8. Evolución de las lesiones cutáneas. 
En función de los resultados obtenidos que sugieren que ambas proteínas son importantes en 
el establecimiento de abscesos subcutáneos y en la respuesta inflamatoria local, se decidió estudiar 
la evolución de la infección local y sistémica desarrollada en respuesta al desafío subcutáneo con     
S. aureus o con la mutante doble SbiˉSpAˉ. La ausencia de la expresión de Sbi y SpA dio lugar a 
lesiones que a día 7 continuaron siendo de mayor tamaño que las correspondientes a la cepa salvaje 
(Figura 29A). Al evaluar el contenido de UFC, se observó que la carga bacteriana resultó mayor en 
las lesiones originadas por la mutante SbiˉSpAˉ al día 7 post-inoculación (Figura 29B) lo que sugiere 
que existiría menor eliminación bacteriana en animales desafiados con dicha mutante. En la figura 
29C se muestran imágenes tomadas durante la autopsia de lesiones representativas causadas por    
S. aureus o por la mutante doble SbiˉSpAˉ a día 7 post-desafío. Es posible observar que las lesiones 
causadas por S. aureus presentan menor superficie que las correspondientes a la mutante doble 
SbiˉSpAˉ y con mucho menor daño muscular en el peritoneo.  Estos resultados indican que las 
lesiones desarrolladas por S. aureus comenzaron a resolverse a tiempos que coinciden con los 
reportados en la literatura (144).  Por el contrario, las lesiones desarrolladas en animales desafiados 
con la mutante SbiˉSpAˉ presentaron una resolución retrasada probablemente debido a la ausencia 
de un absceso organizado como pudo observarse en el análisis histopatológico.  La escasa 
resolución de la lesión a niveles local presentó consecuencias a nivel sistémico. Al día 7 post-
inoculación los ratones desafiados con S. aureus presentaron niveles de UFC en órganos distales 
que resultaron menores que los correspondientes en ratones desafiados con la mutante SbiˉSpAˉ 
(Figura 30 A-D) siendo las diferencias significativas en el caso del riñón (Figura 30D). En conjunto, 
estos resultados destacan la importancia de Sbi y SpA en la protección frente al desarrollo de 





Figura 29. Evolución de las lesiones en ausencia de SpA y Sbi. (A) Superficie de las lesiones en cm
2
. (B) 
Carga bacteriana (B) e imagen (C) de las lesiones a día 7 post-inoculación.  Se muestra un miembro 




Figura 30. Evolución de la colonización de órganos distales desde el foco cutáneo.  Medianas de las UFC 
recuperadas de homogenatos de bazo (A), hígado (B), pulmón (C) y riñón (D) de ratones inoculados con           
S. aureus (n=4) o la mutante SbiˉSpAˉ (n=3) a día 7 post-inoculación.  *: p < 0.05; prueba no paramétrica de 




4.2.2.9. Conclusiones parciales. 
Los resultados expuestos indican que la proteína Sbi participa en la inducción local de IL-6 y en 
la determinación del tamaño inicial de las lesiones. Por el contrario, no afecta la celularidad de las 
lesiones en comparación con S. aureus. Se observaron a su vez, diferencias en la colonización de 
órganos a tiempos cortos que podrían deberse la inhibición de Sbi sobre el sistema del complemento.  
La proteína SpA, por su parte, estaría cumpliendo un importante rol protector en el desarrollo inicial 
de las lesiones cutáneas, siendo determinante en el tamaño de la lesión establecida. A su vez SpA 
participa en la inducción local de las citoquinas IL-1β, IL-6 y TNF-α y de las quemoquinas CXCL-1 y 
CXCL-10. Las lesiones desarrolladas en ausencia de Sbi o de SpA no constituyen abscesos bien 
delimitados y si bien no se observaron diferencias significativas en el infiltrado inflamatorio, este no se 
encuentra focalizado como en el caso de la cepa salvaje. En consecuencia, tanto Sbi como SpA 
tendrían un rol importante en el establecimiento del absceso. Mas aún al evaluar las lesiones de la 
cepa que carece de ambas proteínas se observó un daño aún mayor en piel y músculo esquelético 
que en las cepas mutantes simples. Las lesiones desarrolladas en ausencia de estas proteínas no 
evolucionan tan favorablemente como las correspondientes a S. aureus, presentando además de 
lesiones de mayor superficie, mayor carga bacteriana local con extenso daño muscular y más UFC en 
órganos distales. En conjunto, estos resultados destacan la importancia de Sbi y SpA en el desarrollo 





























S. aureus es uno de los principales agentes causales de infecciones de piel y tejidos blandos, 
generando tanto infecciones superficiales y fáciles de tratar, así como también infecciones 
complicadas como celulitis y abscesos subcutáneos (139).  A su vez, la peritonitis por S. aureus 
constituye una grave complicación en pacientes bajo diálisis peritoneal provocando la hospitalización, 
remoción del catéter y en algunos casos inclusive la muerte (18, 19).  Desde un foco local S. aureus 
puede invadir y diseminarse causando infecciones invasivas con alta morbilidad y mortalidad, como 
es el caso de bacteriemia, neumonía, abscesos en diferentes órganos, osteomelitis, endocarditis y 
sepsis (3). 
Gran parte del éxito de S. aureus como patógeno humano se debe la acción coordinada de sus 
múltiples factores de virulencia que le permiten colonizar e invadir los tejidos, inducir una intensa 
repuesta inflamatoria y llevar a cabo múltiples mecanismos de evasión tanto de la respuesta inmune 
innata como del establecimiento de una respuesta adaptativa eficiente (3, 5, 84).  Como resultado de 
ello, el huésped sufre de los efectos perjudiciales de la inflamación con pobre erradicación bacteriana 
y el establecimiento de infecciones crónicas o recurrentes. 
La capacidad de la proteína Sbi de actuar como un factor de evasión de la respuesta inmune ha 
sido previamente caracterizada (89, 111, 116, 120).  En este trabajo se demuestra por primera vez su 
relevancia como molécula pro-inflamatoria de S. aureus.  La proteína Sbi es capaz de inducir la 
producción de IL-6, TNF-α y en menor medida IL-1β, así como también la producción de 
quimioquinas y el reclutamiento de neutrófilos al foco de infección.  Se demostró además que la 
inducción de IL-6 y TNF-α es dependiente de la activación de la señalización a través de los 
receptores TNFR1 y EGFR.  Los resultados obtenidos indican un rol prevalente en la inducción de 
TNF-α a través de la activación de TNFR1 por Sbi.  Por el contrario, TNFR1 participaría de la 
inducción temprana de IL-6.  Cabe destacar, que la prevalencia de cada una de las cascadas 
involucradas en la señalización se verá afectada a su vez por la expresión diferencial que dichos 
receptores pudieran presentar en los distintos tipos celulares que entren en contacto con S. aureus.  
La identidad en la secuencia aminoacídica que presentan Sbi y SpA en sus dominios de unión a IgG, 
permite sugerir que la activación de TNFR1 y EGFR estaría mediana por los mismos aminoácido que 
utiliza SpA. Sin embargo, experimentos de interacción Sbi-TNFR1 y Sbi-EGFR deberían ser 
realizados para verificar esta hipótesis. 
Es interesante destacar que, si bien Sbi y SpA activan la señalización a través de los receptores 
TNFR1 y EGFR, se pueden observar diferencias importantes en la respuesta inflamatoria inducida en 
cada caso.  Entre ellas, se destaca la inducción de IL-1β.  La proteína SpA es un fuerte inductor de    
IL-1β (107), mientras que la inducción por parte de Sbi resultó relativamente débil, esto podría 




procesamiento de pro-IL-1β que dará lugar a la forma funcional secretada).  Otra diferencia 
importante entre estas proteínas, es el hecho de que Sbi carece de la secuencia de anclado a la 
pared celular (LPXTG) encontrándose asociada por interacciones no covalentes (112, 113) a 
componentes de la membrana. Si bien ambas proteínas pueden ser secretadas o no, SpA se 
encuentra principalmente anclada a la pared y requiere de un procesamiento diferencial para su 
secreción (145, 146), pudiendo estar sujeta a mecanismos de regulación bacterianos.  En cambio, la 
secreción de Sbi podría responder solo a un equilibrio dinámico que dependerá de las condiciones del 
medio extracelular bacteriano.  Estas diferencias podrían dar lugar a que Sbi actúe activando la 
producción de mediadores inflamatorios en células que no se encuentren necesariamente en las 
proximidades bacterianas. 
Los resultados obtenidos permitieron demostrar que Sbi, tal como ha sido evidenciado para 
otros factores de virulencia de S. aureus, entre ellos la proteína A, está implicada tanto en la 
inducción de respuesta inflamatoria como en la evasión de la respuesta inmune.  Nuestro grupo de 
investigación ha demostrado previamente la importancia de SpA en el desarrollo de neumonía (76). 
Asimismo, ha sido también demostrada su implicancia en la patogenia de la artritis séptica por           
S. aureus (83).  Las similitudes entre Sbi y SpA sumado al rol de Sbi en la inhibición del 
complemento, sugieren que la misma podría ser relevante durante las infecciones por S. aureus.  Sin 
embargo, desde su descubrimiento en el año 1998 (147) no se ha descripto su participación en la 
patogenia de la infecciones estafilocóccicas.  En el presente trabajo se demostró que Sbi desempeña 
un rol deletéreo en la patogenia de las infecciones sistémicas por S. aureus contribuyendo a la 
evasión de la respuesta inmune y a la producción de elevados niveles de IL-6 circulante mientras que 
en infecciones de piel Sbi tendría un rol protector participando en la inducción de IL-6 y en el 
establecimiento de abscesos delimitados. 
Las bacteriemias por S. aureus son una de las infecciones más prevalentes y difíciles de tratar, 
encontrándose asociadas a una elevada mortalidad y elevados costos en el sistema de salud (148). 
La capacidad de S. aureus de modular la expresión de factores de virulencia en respuesta a 
estímulos del huésped es un factor crucial en la sobrevida de S aureus en el torrente sanguíneo y en 
la formación de focos secundarios de infección (149).  Entre los múltiples factores de virulencia que 
aumentan su expresión en presencia de componentes séricos se destacan SpA y Sbi que, dado los 
mecanismos de evasión de la erradicación bacteriana en los que están involucrados, resultaron 
según se demostró en este trabajo factores críticos en el desarrollo de bacteriemia en estadios 
tempranos de la peritonitis por S. aureus.  El aumento de la sobrevida en sangre de S. aureus 
mediado por Sbi y SpA posiblemente se encuentre determinado por diferentes mecanismos.  A pesar 




no esté participando en los estadios iniciales de la infección debido a la ausencia de anticuerpos 
específicos.  La sobrevida de S. aureus en sangre mediada por Sbi y SpA podría deberse a que:         
i) Sbi inhibe la cascada del complemento y en consecuencia la respuesta inflamatoria inducida por las 
anafilotoxinas C3a y C5a, ii) SpA, según hemos demostrado previamente (79), induce la liberación del 
receptor soluble TNFR1 el cual neutraliza el TNF-α circulante.  En consecuencia en ausencia de C3b 
disponible para opsonizar la bacteria y en ausencia de TNF-α y C5a que activen la fagocitosis en 
neutrófilos, la eliminación bacteriana de sangre puede estar gravemente comprometida, un fenómeno 
dependiente de la acción de Sbi y SpA (Figura 31A).  En el caso de la mutante SpAˉ, los mecanismos 
de evasión mediados por Sbi están presentes con lo cual, la cascada del complemento se encuentra 
inhibida, pero dada la ausencia de SpA se acumula TNF-α y a pesar de la menor producción de C3b, 
la fagositosis mediada por complemento y posterior muerte intracelular podría resultar más eficiente 
(Figura 31B).  En el caso de la mutante Sbiˉ, a pesar de la ausencia de TNF-α, la activación del 
complemento permite la disponibilidad de opsoninas y la activación de los neutrófilos por parte de 
C5a, lo que podría dar lugar a una fagocitosis y eliminación bacteriana mas eficiente (Figura 31C). 
Por último, en el caso de la mutante SbiˉSpAˉ, la acción del complemento y la acumulación de TNF-α 
permitirían una eficiente eliminación bacteriana (Figura 31D). En conjunto, mediante diferentes 
mecanismos SpA y Sbi actúan evadiendo la fagocitosis y la muerte bacteriana contribuyendo al 
desarrollo de bacteriemia por S. aureus. 
En este trabajo se evidencio además, que en estadios tempranos durante la infección sistémica 
por S. aureus la expresión de las proteínas Sbi y SpA da lugar a la inducción de niveles 
significativamente elevados de IL-6 plasmática.  El aumento en dicha citoquina podría deberse tanto a 
la inducción de IL-6 por Sbi y SpA como a la presencia de un número mayor de bacterias en sangre 
en el grupo desafiado con S. aureus.  El papel de la IL-6 durante las infecciones bacterianas 
sistémicas ha sido controversial, con estudios que demuestran que esta citoquina puede jugar un rol 
protector o deletéreo. Sin embargo, en un trabajo reciente se ha dilucidado el rol dual de la IL-6 ya 
que la señalización a través del receptor anclado a la membrana está asociada con las funciones de 
protección y anti-inflamatorias de la citoquina, mientras que la señalización a través de la forma 
soluble del receptor induce señales pro-inflamatorias que conducen a daño en los tejidos (150–156). 
Por lo tanto, a pesar de que IL-6 es importante para la resolución de la infección, los niveles elevados 
de esta citoquina están asociados a respuestas inflamatorias exacerbadas, daño tisular y falla 
orgánica.  En este sentido, recientemente se ha reportado que la deficiencia en TLR2 conduce a 
mayores niveles de IL-6 hepática y plasmática debido a la desregulación de la señalización de IL-10 y 
que este fenotipo pro-inflamatorio se asoció al aumento en la mortalidad observada durante la 




deletéreo de la IL-6.  Nuestro grupo de investigación ha demostrado previamente que SpA mediante 
la activación de ADAM-17 provoca la liberación de la forma soluble del receptor (IL-6Rs) (156).  En 
este sentido, SpA y Sbi podrían actuar sinérgicamente induciendo la señalización de IL-6 a través del 
receptor soluble. 
Figura 31. Esquema donde se representan los componentes de la respuesta inmune involucrados en la 
erradicación bacteriana en sangre y los posibles mecanismos de evasión ejercidos por las proteínas Sbi 
y SpA. (A) Bacteriemia por S. aureus. (B) Bacteriemia por una mutante que no expresa la proteína SpA. (C) 
Bacteriemia por una mutante que no expresa la proteína Sbi. (C) Bacteriemia por una mutante que no expresa 




En el proceso de establecimiento de nuevos focos de infección, por vía hematógena o linfática, 
el patógeno debe enfrentar la respuesta inmune que dependerá del órgano y tejidos en cuestión.  La 
respuesta inflamatoria estará dirigida no sólo por células inmunes sino también por las células 
somáticas del tejido en particular por lo que la interacción huésped-bacteria será diferente 
dependiendo el órgano considerado.  En el caso de la colonización de pulmón por S. aureus, en este 
trabajo se demostró que Sbi resulta crítica en la evasión de la erradicación bacteriana, mientras que 
SpA no parecería desempeñar ningún rol.  En concordancia con nuestros resultados, en reportes 
previos se ha destacado la implicancia de Efb y Ecb, dos inhibidores del sistema del complemento, en 
la patología pulmonar y el desarrollo de neumonía (138).  El microambiente en el cual la bacteria 
replica en el pulmón es muy diferente al de la sangre, debido a que los fagocitos deben ser reclutados 
y extravasados desde el torrente sanguíneo al tejido para poder llevar a cabo su función, mientras 
que en el torrente sanguíneo están disponibles para fagocitar a la bacteria.  En pulmón, en respuesta 
a la presencia de S. aureus que expresa Sbi y SpA tendrían lugar los siguientes mecanismos: i) la 
inducción de mediadores inflamatorios por parte de estas proteínas que conduce al reclutamiento de 
neutrófilos y ii) la inhibición de la cascada del complemento por Sbi y en consecuencia la disminución 
de las opsoninas C3b y la anafilotoxina C5a (que participa tanto en el reclutamiento de neutrófilos 
como en su activación) (Figura 32A).  En consecuencia, a pesar de la respuesta inflamatoria 
establecida la erradicación bacteriana resultaría ineficiente.  En el caso de la mutante SpAˉ (Figura 
32B) la situación sería muy similar a la de la cepa salvaje debido a que no se vería afectada la 
respuesta inflamatoria (que es compensada por la expresión de Sbi) y continuaría siendo ineficiente 
la eliminación bacteriana por la acción de Sbi sobre el complemento.  Por el contrario, en el caso de 
la mutante Sbiˉ (Figura 32C), la ausencia de la inhibición sobre el sistema del complemento por parte 
de esta proteína daría lugar a que la eliminación bacteriana sea más eficiente dado que estarían 
disponibles las opsoninas C3b y la respuesta inflamatoria inducida por SpA permitiría el reclutamiento 
de neutrófilos al sitio de infección que son activados por C5a dando lugar a la eliminación bacteriana 
por opsonofagocitosis.  En ausencia de SpA y de Sbi (Figura 32D) tendría lugar una situación 
particular, en la cual la falta de expresión de ambas proteínas mostró consecuencias deletéreas en 
nuestro modelo, con una pobre eliminación bacteriana.  En este caso, si bien no estaría siendo 
inhibido el sistema del complemento por parte de Sbi tampoco se induciría una repuesta inflamatoria 
apropiada que permita el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección y el arribo de los 
componentes del complemento cuya acción también contribuye al reclutamiento de neutrófilos.  Por lo 
tonto, en ausencia de Sbi y SpA no se establecería una respuesta inflamatoria eficiente para eliminar 
la bacteria.  Cabe destacar que la importancia de SpA en el establecimiento de la infección pulmonar 




vía aerógena, en el cual la bacteria alcanza los alveolos se demostró que SpA es crítica para el 
desarrollo de neumonía (76).  Sin embargo, en el presente trabajo, observamos que cuando la 
bacteria arriba por vía sistémica, SpA no estaría implicada en el establecimiento de la infección 
destacando la importancia de la ruta de adquisición del microorganismo en el rol que un factor de 
virulencia particular puede desempeñar durante el desarrollo de la infección.  Estudios en curso que 
involucran el análisis de muestras de sangre y de órganos a las 48 y 72 horas post-infección 
permitirán evaluar la evolución de la infección tanto a nivel sistémico como en los focos secundarios y 
establecer la contribución de Sbi y SpA en dicho proceso.  En concordancia con el rol que Sbi estaría 
desempeñando durante las infecciones sistémicas, se demostró que el desafío con una mutante 
SaeR/S (mutante de un sistema de regulación de dos complementos que regula positivamente la 
expresión de Sbi) indujo niveles menores de citoquinas pro-inflamatorias y menor colonización 
bacteriana en diferentes órganos, en comparación con la cepa parental salvaje en un modelo de 





Figura 32. Esquema donde se representan los componentes de la respuesta inmune involucrados en la 
erradicación bacteriana en pulmón y los posibles mecanismos de evasión ejercidos por las proteínas 
Sbi y SpA. (A) Infección por S. aureus. (B) Infección por una mutante que no expresa la proteína SpA. (C) 
Infección por una mutante que no expresa la proteína Sbi. (C) Infección por una mutante que no expresa ni Sbi 
ni SpA. 
 
Al estudiar la implicancia de Sbi y SpA en la infección cutánea se evidenció un rol protector para 
para ambas proteínas y en mayor medida para SpA.  En el establecimiento de infecciones cutáneas, 
los neutrófilos constituyen los primeros fagocitos reclutados desde circulación que arriban al sitio de 
infección o inflamación y se ha demostrado que la IL-1β es crítica en el reclutamiento de dichos 




que circunscriban el foco de replicación de la bacteria de manera eficiente.  En estas estructuras el 
foco bacteriano es rodeado por capas de células inmunes, principalmente neutrófilos y depósitos de 
fibrina en la periferia.  El desarrollo de abscesos permite la eliminación bacteriana y disminuye el 
daño tisular en las inmediaciones de la lesión así como la diseminación.  En coincidencia con 
estudios previos del grupo y el presente trabajo, las proteínas Sbi y SpA participan en la inducción de 
respuesta inflamatoria local durante el desarrollo de lesiones cutáneas.  La ausencia de la expresión 
de Sbi y/o de SpA provocó una inducción deficiente de IL-6, confirmando la importancia de ambas en 
la inducción de dicha citoquina.  Cabe destacar que la carga bacteriana en las lesiones no difirió en 
los grupos desafiados con una u otra mutante demostrando la acción directa de Sbi y SpA en la 
inducción de IL-6.  En lo que a IL-1β respecta, la ausencia de Sbi causó una tendencia a niveles 
menores de esta citoquina pero únicamente SpA resultó significativamente importante en la 
producción local de IL-1β.  Asimismo, únicamente SpA participó significativamente en la inducción de 
CXCL-1, CXCL-10 y TNF-α.  Al evaluar microscópicamente las lesiones cutáneas se observó que 
únicamente en los animales desafiados con la cepa parental de S. aureus se desarrollaron abscesos 
delimitados con infiltrado inflamatorio focalizado.  En ausencia tanto de Sbi como de SpA las lesiones 
presentaron infiltrados inflamatorios difusos, múltiples agrupaciones bacterianas dispersas y mayor 
daño de músculo esquelético, dermis y epidermis.  El rol crítico que desempeñan los neutrófilos en 
infecciones de piel se ha evidenciado en ratones leucopénicos, los cuales en lugar de desarrollar 
abscesos, luego de una inoculación cutánea, desarrollan infecciones sistémicas con un elevado 
porcentaje de mortalidad (160). Si bien no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de 
neutrófilos presentes en las lesiones cutáneas en ausencia de Sbi o SpA, se observó una tendencia a 
menores porcentajes de neutrófilos presentes en ausencia de SpA.  Estas tendencias junto con el 
perfil de citoquinas y quemoquinas en lesiones caudas por SpAˉ en comparación con S. aureus, 
podría causar que la funcionalidad y la viabilidad de los fagocitos sea diferente y por tanto la 
capacidad de eliminar a la bacteria y el daño generado en piel.  Estudios en curso que involucran 
citometría de flujo con tinción de Anexina/Ioduro de propidio, TUNEL (del inglés “Terminal 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling”) en preparados histológicos y cuantificación de 
la actividad de mieloperoxidasa permitirán establecer la viabilidad de los neutrófilos en las lesiones 
causadas por S. aureus y las distintas mutantes; así como también determinar su estado de 
activación. 
En infecciones de piel, la Hla es un factor de virulencia determinante, siendo el causal principal 
de dermonecrosis en lesiones cutáneas (61, 65, 161). Al actuar sobre su molécula diana ADAM10 
(60), ésta toxina induce la lisis de queratinocitos así como también de neutrófilos y macrófagos 




Hla inhibe la inducción de una respuesta inflamatoria adecuada disminuyendo los niveles de 
citoquinas y quimioquinas necesarios para combatir la infección (162).  Cabe destacar que en la cepa 
S. aureus Newman que se utilizó en este trabajo, la expresión de esta Hla es mucho menor que en 
otras cepas como por ejemplo la cepa USA300.  Debido a esto S. aureus Newman genera lesiones 
en piel de menor magnitud que USA300 (65).  Esta particularidad de S. aureus Newman permitió sin 
embargo, poner de manifiesto la importancia de Sbi y de SpA en el desarrollo de lesiones cutáneas.  
La enorme variabilidad que presentan las distintas cepas de S. aureus provoca que la expresión 
diferencial de algunos factores de virulencia enmascare la acción de otros factores en estudio en un 
tipo de infección determinada haciendo que sea difícil de evidenciar su importancia en patogenia.  
Este hecho fue destacado por el Dr. Victor Torres (Universidad de Nueva York) en la última reunión 
Gordon Research Conference: Staphylococcal diseases, 2015, señalando la importancia de la 
elección de la cepa de estudio al momento de evaluar el rol de un factor de virulencia determinado en 
la patogenia de las infecciones por S. aureus.   
En cuanto a la diseminación bacteriana desde el foco cutáneo, se ha reportado que la 
colonización de órganos a distancia se resuelve previamente a la resolución del foco local (160), 
probablemente debido a que la carga bacteriana que logra acceder a los órganos es mucho menor 
que la que esta presente en la lesión cutánea.  Al estudiar la colonización en los diferentes órganos a 
día 3 post-inoculación se observaron tendencias que son concordantes con los resultados obtenidos 
en el modelo sistémico, implicando a Sbi en la evasión de la eliminación bacteriana en pulmón y 
riñon.  Mas aún, la expresión de SpA no afectó la eliminación bacteriana en dichos órganos, 
probablemente debido a la evasión del sistema del complemento mediada por Sbi, como se observó 
en la infección sistémica.  El contenido bacteriano evaluado a día 3 refleja un equilibrio entre el arribo 
de las bacterias (dictado por la diseminación bacteriana), la multiplicación de los microorganismos y la 
eliminación que tuvo lugar por acción del sistema inmune.  En este sentido la correlación que existe 
entre la respuesta inflamatoria establecida en pulmón y el tamaño de las lesiones refleja la 
importancia que la respuesta inflamatoria local posee en la contención de la diseminación bacteriana; 
destacando el rol protector de Sbi y SpA durante las infecciones de piel y tejidos blandos.  
Al considerar el efecto que la ausencia de ambas proteínas tiene en el desarrollo de lesiones, 
cutáneas se observó que las lesiones cutáneas resultaron mas graves en ausencia de ambas 
proteínas que en ausencia de Sbi o SpA de manera individual, con mayor daño de músculo 
esquelético y necrosis de dermis y epidermis, indicando que ambas proteínas poseen un rol protector 
en el desarrollo de lesiones de piel.  La importancia de la inducción de una respuesta inflamatoria 
apropiada y el establecimiento de abscesos que limiten la infección se demostró con el pronóstico 




la colonización de órganos distales.  Las consecuencias deletéreas de una respuesta inflamatoria 
deficiente fueron evidenciadas además en la colonización de pulmón en infecciones sistémicas, como 
fue mencionado previamente. 
El rol de SpA en el desarrollo de infecciones cutáneas ha sido evaluado previamente en un 
único trabajo, en el cual se evaluó el contenido de UFC en las lesiones y no se observaron diferencias 
significativas entre la cepa salvaje y la mutante SpAˉ. En el presente trabajo se observó, en 
coincidencia con dicho reporte (143), que la expresión de SpA no afecta el contenido bacteriano en 
lesiones dermonecróticas.  Sin embargo, la carga bacteriana no refleja necesariamente el tamaño de 
las lesiones cutáneas causadas por S. aureus.  Al profundizar en el estudio de la respuesta 
inflamatoria local y sistémica establecida y al evaluar la evolución de las lesiones en el tiempo, en 
este trabajo se demuestra por primera vez un rol protector mediado por SpA en infecciones de piel y 
tejidos blandos.  El rol protector de SpA en el desarrollo de lesiones cutáneas se encuentra en 
contraposición con lo reportado para otras infecciones en las cuales actúa aumentando la 
patogenicidad de la bacteria.  El efecto deletéreo o protector que SpA pueda ejerce dependerá, a 
nuestro entender, del rol que la respuesta inflamatoria y los procesos de evasión de la respuesta 
inmune posean en cada patología en particular. En este sentido, en el desarrollo de neumonía la 
presencia de SpA da lugar a una exacerbada respuesta inflamatoria con pobre eliminación bacteriana 
mientras que en infecciones de piel la respuesta inflamatoria inducida por SpA permite el 
establecimiento de abscesos reduciendo la diseminación bacteriana y en consecuencia la gravedad 
de la infección. 
La realización de este trabajo permitió caracterizar de manera comparativa el rol de Sbi y de 
SpA durante las infecciones sistémicas y localizadas causadas por S. aureus.  Se demostró que la 
proteína Sbi posee un rol crítico durante las infecciones sistémicas mientras que en infecciones 
locales cutáneas no posee un efecto determinante. SpA, por su parte, no resultó sumamente 
relevante durante las infecciones sistémicas pero su expresión resultó crítica en el desarrollo de 
infecciones locales, debido a su rol protector.  A pesar que estas proteínas comparten mecanismos 
de inducción de respuesta inflamatoria y participan tanto en la evasión como en la estimulación del 
sistema inmune, no poseen, contrario a lo que se esperaba roles redundantes en la patogenia de las 
infecciones causadas por S. aureus. Por el contrario, a la luz de los resultados obtenidos en este 
trabajo, podemos sugerir que no sólo Sbi y SpA poseen mecanismos únicos de modulación de la 
respuesta inmune del huésped sino que además su rol en la patogenia dependerá del tipo de 






























1. La proteína Sbi de S. aureus induce la producción de citoquinas inflamatorias en macrófagos 
mediante la activación de la señalización a través de TNFR1 y EGFR y la activación de las MAPKs 
p38 y Erk1/2 así como también del factor de transcripción NF-kB.  
 
2. Durante la peritonitis por S. aureus, Sbi contribuye a la inducción de mediadores inflamatorios in 
vivo y al reclutamiento de neutrófilos al foco de infección. 
 
3. Sbi desempeña un rol deletéreo en la patogenia de las infecciones sistémicas por S. aureus 
contribuyendo a la evasión de la respuesta inmune y a la producción de elevados niveles de IL-6 
circulante. 
 
4. SpA contribuye al desarrollo de bacteriemia pero posee un rol menor en comparación con Sbi 
durante el establecimiento de focos secundarios en órganos vitales como el pulmón. 
 
5. Ambas proteínas, SpA y Sbi, son críticas para la inducción de la respuesta inflamatoria en pulmón 
que conduce al reclutamiento de neutrófilos, proceso clave en la erradicación de la bacteria. 
 
6. Las proteínas Sbi y SpA participan en la inducción local de IL-6 durante la infección cutánea por     
S. aureus.  El perfil de mediadores inducido por SpA difiere respecto de Sbi dado que SpA induce 
además IL-1β, TNF-α, CXCL-1 y CXCL-10 moléculas críticas para el reclutamiento y activación de 
neutrófilos. 
 
7. A diferencia de lo observado en la infección sistémica, durante la infección cutánea por S. aureus, 
se demostró que Sbi y en mayor medida SpA poseen roles protectores, ya que contribuyen a la 
inducción de la respuesta inflamatoria apropiada y necesaria para desarrollar abscesos que 
permitan contener a la bacteria disminuyendo el tamaño de las lesiones en piel, el daño a los 









6.2. CONCLUCIÓN GENERAL 
 
La proteína Sbi fue descripta originalmente como la segunda proteína de S. aureus, después 
de SpA, con capacidad de unir inmunoglobulinas (147). Posteriormente, se describió su capacidad de 
interferir con la activación del complemento (89, 116).  El presente trabajo permitió elucidar una nueva 
función que la proteína Sbi comparte con SpA, la activación de los receptores TNFR1 y EGFR que 
conduce a la inducción de mediadores inflamatorios. Más importante aún, se demostró por primera 
vez que Sbi posee un rol en la patogenia de las infecciones por S. aureus.  A pesar de las similitudes 
que Sbi y SpA presentan, el estudio comparativo de las mismas en modelos de infecciones 
sistémicas y localizadas permitió establecer que poseen roles diferentes en la patogenia de las 
infecciones por S. aureus.  Más aún, los resultados obtenidos demuestran que el rol de un 
determinado factor de virulencia en la patogenia puede depender de la ruta de ingreso del 
microorganismo, señalando la importancia de considerar diferentes modelos experimentales al 
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1. CLONADO DE LA PROTEINA SBI RECOMBINANTE. 
Para llevar a cabo experimentos tanto in vitro como in vivo para determinar si la proteínas Sbi 
participa en la inducción de mediadores inflamatorios, se llevó a cabo el clonao y expresión de los 
dominios I a IV de la proteína Sbi (Sbi-r). 
 
1.1. Elección del vector y cepa para la expresión. 
La elección del vector tuvo en cuenta varios factores, entre ellos, que el plásmido tuviera un 
elevado número de copias para facilitar la purificación del mismo en diferentes etapas durante el 
clonado.  Además para la expresión de proteínas recombinantes es crítico que la expresión se 
encuentre controlada por un promotor inducible que permita la expresión de la proteína de interés 
cuando la biomasa bacteriana sea elevada optimizando así el rendimiento en la purificación proteica a 
posteriori. Por último, para permitir la purificación, el vector debe incorporar un tag a la secuencia 
proteica que permita su purificación. Considerando todos estos aspectos decidimos utilizar un 
plásmido con un promotor inducible por IPTG que incorpore un tag de Histidinas a la proteína. 
Entre los vectores que cumplían con las características deseadas, el vector pET-28a(+) 
(Novagen) fue seleccionado para realizar el clonado de la secuencia de interés. El sistema de 
expresión pET para la expresión de proteínas recombinantes en E.coli es muy eficiente, los genes de 
interés son clonados bajo el control de un promotor de la polimerasa del bacteriófago T7 inducible por 
IPTG. El clonado se realiza inicialmente en una cepa que carece de la expresión de la RNA 
polimerasa T7, lo cual permite evitar posibles pérdidas del plásmido causadas por la expresión de 
proteínas tóxicas. Luego el plásmido es introducido en una cepa de E.coli que posee el gen de la 
RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5, inducible también por el agregado de IPTG al 
medio de cultivo. De no ser así y si la expresión de la polimerasa fuese constitutiva, existiría 
expresión basal aún en ausencia de IPTG que en el caso de proteínas tóxicas podría causar la 
perdida del plásmido. La figura A1 esquematiza el control de la expresión en este sistema. 
Entre los múltiples vectores de la línea pET, el plásmido pET-28a(+) permite la fusión de la 
proteína de interés a un tag de histidinas en la porción amino terminal (N-terminal) y además posee 
un gen resistencia a Kanamicina. La selección con Kanamicina es conveniente dado que es menos 
común la aparición de colonias satélite que con Ampicilina y permite la selección durante períodos de 
crecimiento mayores con respecto a la utilización de Ampicilina dada la degradación que sufre este 
último antibiótico por la acumulación de β-lactamasas en el medio de cultivo.  
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Figura A1. Sistema de expresión pET. Se presenta un esquema de la regulación de la expresión de proteínas 
recombinantes en el sistema pET. Como puede observarse, en ausencia de IPTG la expresión de la RNA 
polimerasa T7, se encuentra inhibida. Luego del agregado del inductor, se expresa la polimerasa T7 y esta 
enzima dará lugar a la expresión del gen de interés clonado en el vector pET. Esquema adaptado del manual 
del sistema de expresión pET. 
 
Para los pasos iniciales de clonado se eligió la cepa de E.coli DH5α la cual es recA-endA-, lo 
cual evita eventos de recombinación y restricción no deseados; posee además elevada eficiencia de 
transformación y muy buenos rendimientos en las purificaciones plasmídicas. 
 
1.2. Clonado en pET-28a(+). 
En la figura A2 se muestra un mapa del vector. En el sitio múltiple de clonado (SMC) figuran las 
enzimas de restricción que permiten el clonado de la secuencia en el vector fusionado al tag de 
histidinas.  Para la elección de las enzimas con las cuales realizamos el clonado direccionado fue 
necesario considerar la secuencia nucleotídica de interés y verificar que los sitios de restricción no 
estén presentes. Las enzimas que fueron seleccionadas para realizar el clonado fueron BamHI y 
XhoI. 
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Figura A2. Esquema del vector de clonado pET28 a (+). Este vector posee el sitio de clonado múltiple 
interrumpiendo la secuencia de codificante de tags de 6 Histidinas que permiten realizar proteínas de fusión en 
N-terminal y/o C-terminal, el promotor de la RNA polimerasa T7 y la secuencia regulatoria del operón lac. 
 
A fin de clonar la secuencia de Sbi, se incorporaron los sitios de digestión de las enzimas en los 
extremos de la secuencia, para ello estos sitios fueron incluidos en los extremos de los cebadores 
utilizados para amplificar el fragmento de interés mediante PCR. 
 
1.2.1. Diseño de cebadores 
Se diseñaron cebadores para amplificar la secuencia de sbi que codifica para los 4 dominios 
globulares de la proteína eliminando el péptido señal (nucleótidos 82 a 798 de la secuencia 
codificante). Este estudio ha sido realizado en el entorno bacteriano de S. aureus Newman, cuya 
secuencia genómica se encuentra depositada en el genbank (gi|151220212:2545215-2546525). Las 
consideraciones que fueron tenidas en cuenta para el diseño de los cebadores fueron las siguientes: 
que los cebadores directo y reverso posean en el extremo 3´de ambos al menos un nucleótido C o G 
para permitir un mejor anclado del cebador y que los mismos no formen homo-dímeros o hetero-
dímeros para evitar la formación de productos secundarios en la reacción que podrían alterar el 
rendimiento. En el esquema presentado en la figura A3 se muestra el sitio de unión de los cebadores 
diseñados y su secuencia la cual se incluye además en la tabla A1. Para el clonado direccional el sitio 
de restricción de BamHI (CTCGAG) fue incorporado en el extremo 5´del cebador directo y el sitio de 
restricción de XhoI (GGATCC) en el extremo 5´del cebador reverso. Dado que se clonó una 
secuencia parcial de la proteína el sitio de terminación de la transcripción (TAA) debió ser incorporado 
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también en la secuencia del cebador reverso, se colocaron en este caso dos codones de terminación 
consecutivos para asegurar la terminación correcta de la transcripción. Para permitir una restricción 
enzimática más eficiente en ambos cebadores se adicionaron 6 nucleótidos suplementarios antes de 
los sitios de restricción. Dado que luego de la restricción dichos nucleótidos son eliminados su 
secuencia se escogió de manera tal de no alterar la estabilidad de los cebadores ni de permitir la 
formación de dímeros. Por último, los cebadores fueron sometidos a un clonado in silico utilizando el 
programa (Clone manager, SEcentral). Se simuló la amplificación por PCR, digestión enzimática del 
vector y del producto de PCR así como la ligación y evaluación de la secuencia aminoacídica de la 
proteína codificada lo cual permitió verificar que las secuencia codificante de Sbi entrase en el marco 
de lectura del tag de Histidinas. 
La secuencia de la proteína de fusión codificada se presenta en la figura A4. 
 
Figura A3 Secuencia nucleotídica de sbi. En rojo se muestra el sitio de pegado y la secuencia de los 
cebadores utilizados para el clonado de la secuencia codificante de Sbi-r. Como puede observarse los 
cebadores no amplifican la secuencia completa sino que amplifican los cuatro dominios globulares I, II, III y IV. 
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Tabla A1. Cebadores utilizados para la amplificación de la secuencia codificante de Sbi-r. 
Cebador Secuencia 
Directo Sbi-r 5’-ATGCAGGGATCCAAAGCGAGTGAAAACACGCAACAAAC-3’ 
Reverso Sbi-r 5’-AGGAGCCTCGAGTTATTACGCCACTTTCTTTTCAGC-3’ 
Los sitios de restricción de las enzimas se presentan en formato subrayado. 
 
Figura A4. Secuencia aminoacídica esperada para la proteína recombinante Sbi-r. Se resalta en rojo el tag 
de histidinas fusionado a la proteína. 
  
1.2.2. Amplificación por PCR 
Para determinar las condiciones de amplificación se calculó la temperatura de disociación (Td) 
de ambos cebadores con la formula Td= 2 x (A+T) + 4 x (G+C). En este caso, por tratarse de 
cebadores de clonado, sólo se consideran los nucleótidos que se van a unir a la secuencia de interés 
y no aquellos que fueron adicionados para llevar a cabo el clonado. Se estimó la temperatura de 
unión (Tu) de los cebadores como Tu=Td-5°C. Los mencionados cálculos dieron como resultado una 
Tu para el cebador directo y para el cebador reverso de 67°C y 49°C respectivamente, se tomó como 
Tu la menor temperatura. Utilizando entonces una Tu de 49°C se determinó la concentración de ión 
magnesio óptima para la amplificación del producto de interés, dado el Mg2+ es crítico para la unión 
de los cebadores y por lo tanto para la amplificación del producto de interés. Utilizando la enzima 
GoTaq DNA polimerasa (Promega) y las condiciones detalladas en la tabla A2, se ensayaron tres 
concentraciones de MgCl2: 1.5 mM, 2mM y 2.5 mM. Se debe tener en cuenta que concentraciones 
elevadas de Mg+2 pueden también aumentar la amplificación de productos inespecíficos y la 
incorporación de errores por la polimerasa por lo que es conveniente no utilizar concentraciones muy 
elevadas de este catión. La concentración óptima de Mg+2 resultó 2 mM ya que con 2.5 mM el 
producto de PCR es más difuso evidenciando el aumento de productos inespecíficos (Figura A5). 
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Tabla A2. Composición de la mezcla de reacción 
Reactivo Concentración 
Cebador directo  0.5 µM 
Cebador reverso 0.5 µM 
GoTaq DNA pol 1 U/ reacción 
DNA genómico (molde) 150 ng/ reacción 
 
Figura A5. Reacción de amplificación mediante PCR de la secuencia codificante de Sbi-r.  Se ensayaron 
distintas concentraciones de MgCl2, observando amplificación sólo en dos de ellas.  
 
1.2.3. Preparación del inserto.  
Se repitió la reacción de PCR en mayor volumen para purificar el fragmento de interés y 
continuar con el clonado. El volumen de reacción fue de 80 µl, el total del volumen fue sembrado en 
un gel de agarosa al 1% p/V y la banda fue recuperada del gel y se procedió con la purificación del 
amplicón mediante columna de afinidad (Quiagen). 
 
1.2.4. Preparación del vector, ligación y selección de transformantes. 
Se llevó a cabo una purificación plasmídica (BioAmerica) y a continuación, utilizando las 
enzimas BamHI y XhoI (NEB, New England Biolabs), se digirió el vector el cual luego fue purificado 
desde un gel de agarosa. El vector y el inserto fueron sometidos a ligación con la enzima Ligasa T4 
(Invitrogen), el inserto se colocó en una relación 3:1 con el vector para favorecer a la reacción 
bimolecular. Se realizó además, un control de autoligación del vector. 
El total del volumen de ligación se utilizó para trasformar células de E. coli DH5α 
electrocompetentes que fueron sembradas luego en medio LB con Kanamicina. No se observaron 
colonias en la siembra de la reacción de autoligación. De las colonias obtenidas a partir de la reacción 
de ligación, se verificó la presencia del inserto mediante PCR directa de cinco colonias seleccionadas 
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al azar, siendo todos los clones evaluados positivos (Figura A6 Panel A). De estos clones se 
seleccionaron 2 (correspondientes a los clones 2 y 3 de la figura A6 Panel A) para realizar extracción 
plasmídica y digestión enzimática BamHI/XhoI para verificar la presencia y el tamaño del inserto 
(Figura A6 Panel B). Una vez confirmada a presencia del inserto con el tamaño adecuado, se envió el 
plásmido a secuenciar para verificar la secuencia de codificante de Sbi-r (Figura A7).  
 
Figura A6. (A) Reacción de amplificación mediante PCR utilizando como molde alguno de los clones 
recuperados luego de la ligación (1-5). Se utilizó como control positivo DNA genómico de S. aureus Newman. 
(B) Digestión enzimática BamHI/XhoI de preparaciones plasmídicas recuperadas delos clones 2 y 3. En ambos 
casos se liberó un fragmento del tamaño adecuado. 
 
Figura A7. Alineamiento entre la secuencia codificante de Sbi de S.aureus Newman y entre la secuencia 
nucleotídica obtenida por secuenciación del plásmido recuperado del clon 2. En color verde se muestran las 
coincidencias. 
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2. OBTENCION DE LAS CEPAS BACERIANAS A UTILIZAR EN EL ESTUDIO. 
Para evaluar la relevancia de las posibles diferencias fenotípicas entre la cepa salvaje y las 
cepas mutantes simples fue necesario restablecer la expresión de las proteínas Sbi y SpA.  Se 
decidió utilizar el vector de expresión pCU1 en S. aureus, el cual posee un promotor de expresión 
constitutivo.  Las cepas SpAˉ con el vector control pCU1 y SpAˉ complementada con el vector      
pCU1-spa, denominada SpAˉ(SpA), fueron cedidas por el Dr. Tim Foster.  Para la expresión de Sbi, 
se llevó a cabo el sub-clonado de la secuencia codificante de Sbi en el vector pCU1 a partir del vector 
pRMC2-sbi cedido también por el Dr. Tim Foster.  La incorporación de la secuencia codificante de Sbi 
en pRMC2 fue realizada utilizando las enzimas KpnI yBglII (112).  Al comparar los sitios de clonado 
múltiple en el vector pRMC2 y pCU1 (Figuras A8 Panel A y A8 Panel B), se seleccionaron las 
enzimas KpnI y EcoRI para realizar el sub-clonado, dado el sitio de restricción BglII no se encuentra 
en el sitio de múltiple clonado de pCU1. Se digirió pCU1 y pRMC2-sbi con dichas enzimas.  La 
secuencia codificante de Sbi y el vector pCU1 digerido se purificaron desde gel de agarosa        
(Figura A9).  A continuación fueron ligados en relación inserto:vector de 3:1 y la reacción completa se 
utilizó para transformar E. coli DH5α.  Se seleccionaron tres clones entre los obtenidos los cuales 
fueron utilizados para realizar extracción plasmídica y restricción enzimática para verificar la 
presencia del inserto (digestión EcoRI/KpnI) y una digestión en el interior de la secuencia de Sbi para 
verificar que el inserto se encuentra en la dirección adecuada (EcoRI/NdeI).  Se obtuvo el patrón de 
restricción esperado para todos los clones analizados (Figura A10).  Utilizando la preparación 
plasmídica del clon I, se electroporó la cepa RN4220 de S. aureus, la cual puede recibir DNA 
proveniente de E.coli.  Luego se purificó el plásmido a partir de la cepa RN4220 y se electroporó la 
cepa Newman Sbi- de S. aureus.  El plásmido fue además secuenciado para confirmar la secuencia, 
la cual fue coincidente en un 100% con la secuencia codificante de Sbi de S. aureus Newman. 
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Figura A8. Esquema de los sitios de múltiple clonado de los vectores pCU1 y pRMC2. (A) Sitio de múltiple 
de clonado correspondiente al vector pUC19 coincidente con el de pCU1. (B) En la secuencia del vector pRMC2 
las flechas azules indican los sitios de restricción utilizados en el clonado de pRMC2-sbi (112); la flecha negra 
destaca el sitio de restricción de EcoRI utilizado, junto con KpnI, para realizar el subclonado en pCU1 utilizado 
los mismos sitios de restricción cuya secuencia se encuentra indicada por las flechas (A).  
 
 
Figura A9. Digestión enzimática KpnI/EcoRI de los plásmidos pCU1 y pRMC2-sbi. Los círculos azules 
muestran las bandas que fueron purificadas y corresponden a la secuencia codificante de Sbi (calle 2) y al 
vector pCU1 digerido (calle 5). 
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Figura A10. Patrón de digestión. (A) El esquema muestra las enzimas utilizadas y los tamaños esperados de 
los fragmentos a obtenerse en dicha resticción. (B) Patrón de digestión para los plásmidos recuperados de los 3 
clones evaluados. 
 
A fin de verificar el restablecimiento de la expresión de Sbi se realizaron cultivos crecidos hasta 
fase exponencial tardía (DO600 aproximadamente 0.8) de S. aureus Sbiˉ, S. aureus Sbiˉ (pCU1),         
S. aureus Sbiˉ (pCU1-sbi) y S. aureus salvaje de los cuales se extrajo el ARN y se evaluó mediante 
RT-PCR la expresión del gen de interés. En la cepa salvaje y en Sbiˉ (pCU1-sbi) fue posible detectar 
ARN mensajero codificante de Sbi, verificando así la expresión de Sbi en la cepa mutante 
complementada Sbiˉ (pCUI-sbi) (Figura A11). 
Figura A11. Verificación de la expresión de Sbi en la cepa complementada. Se determinó la presencia de 
ARN mensajero de Sbi en la cepa complementada, utilizando como control positivo la expresión en la cepa 





























Staphylococcusaureuses el principal agente causal de infecciones en piel, siendo la gravedad 
de este tipo de infecciones altamente variable. La diseminación bacteriana puede dar lugar a 
bacteriemia e invasión de diferentes tejidos. S. aureus puede causar además, neumonía, 
endocarditis, osteomelitis, artritis séptica, abscesos en diferentes órganos y sepsis. S. aureus es a su 
vez un importante agente causal de infecciones asociadas a prótesis, catéteres y heridas quirúrgicas, 
siendo uno de los principales agentes causales de peritonitis en pacientes que se encuentranbajo 
regímenes de diálisis peritoneal.Debido el incremento en la incidencia de cepas resistentes a 
meticilina aún en individuos de la comunidad, nuevos antimicrobianos son requeridos, así como 
también el desarrollo de terapias coadyuvantes a los antibióticos que permitan un mejor tratamiento 
de las enfermedades estafilocóccicas. El conocimiento en profundidad del rol de los diferentes 
factores de virulencia en la patogenia de las infecciones por S. aureus constituye un elemento crucial 
para el desarrollo de dichas terapias. 
El éxito de S. aureus como patógeno se debe a la acción coordinada de sus múltiples factores 
de virulencia.Entre ellos, la proteína A (SpA) es capaz de inducir respuesta inflamatoria en el huésped 
a través de la señalización vía TNFR1y EGFR y mediante sus cinco dominios globulares une la 
porción Fc de las inmunoglobulinas inhibiendo la opsonofagositosis. S. aureusposee una segunda 
proteína de unión a inmunoglobulinas llamada Sbi, la cual posee cuatro dominios globulares, dos de 
unión a IgG y dos dominios que unen C3/C3b inhibiendo la activación del complemento. Los dominios 
de unión a IgGde Sbi poseen elevada identidad de secuencia con los respectivos dominios de SpAen 
particular en aquellos aminoácidos involucrados además en el reconocimiento de los receptores 
TNFR1 y EGFR.La homología de los dominios de unión a IgG entre Sbi y SpApermitió plantear la 
hipótesis de que Sbi podría interactuar con TNFR1 y EGFR contribuyendo a la inducción de 
mediadores inflamatorios. Más aún, la capacidad de Sbi y SpA de modular la respuesta inflamatoria y 
simultáneamente evadir el sistema inmune sugiere que ambas proteínas podrían tener roles similares 
y potencialmente redundantes en la patogenia de las infecciones por S. aureus. 
A fin de demostrar la hipótesis propuesta, el objetivo general de este trabajo de investigación 
fue determinar la importancia de la proteína Sbi en la inducción de mediadores inflamatorios así como 
el rol de Sbi y SpA en la patogenia de las infecciones sistémicas y localizadas por S. aureus.  Los 
resultados obtenidos permitieron establecer que la proteína Sbi de S. aureus es capaz de inducir la 
producción de TNF-α, IL-1β e IL-6 en macrófagos. Se demostró además, que la producción de IL-6 y 
TNF-α por Sbi requiere la señalización a través de los receptores TNFR1 y EGFR, involucrando 
además a las MAPKs p38 y Erk1/2 y al factor de transcripción NFκBen la señalización intracelular. 
Durante la peritonitis por S. aureus,Sbi contribuye a la inducción de mediadores inflamatorios in vivo y 




Al evaluar su rol en patogenia, se demostró que Sbi desempeña un rol deletéreo durante las 
infecciones sistémicas por S. aureus contribuyendo a la evasión de la respuesta inmune y a la 
producción de elevados niveles de IL-6 circulante.  SpA contribuye al desarrollo de bacteriemia pero 
sin embargo posee un rol menor en comparación con Sbi durante el establecimiento de focos 
secundarios en órganos vitales como pulmón y riñón.  Ambas proteínas, SpA y Sbi, resultaron críticas 
para la inducción de la respuesta inflamatoria en pulmón que conduce al reclutamiento de neutrófilos, 
proceso clave en la erradicación de la bacteria. 
Utilizando un modelo de infección subcutánea, se estableció que las proteínas Sbi y SpA 
participan en la inducción local de citoquinas y quimioquinas (IL-1β, IL-6, CXCL10) durante la 
infección cutánea por S. aureus.  El perfil de mediadores inducido por SpA difiere respecto de Sbi 
dado que SpA induce además CXCL-1 y TNF-α, moléculas críticas para el reclutamiento y activación 
de neutrófilos.A diferencia de lo observado en la infección sistémica, durante la infección cutánea por 
S. aureus, se demostró que la proteína SpA posee un rol protectivo ya que contribuye a la inducción 
de la respuesta inflamatoria apropiada y necesaria para contener a la bacteria disminuyendo el 
tamaño de las lesiones en piel y la diseminación hacia órganos distales. La proteína Sbi, por el 
contrario, no participa de manera significativa en la patogenia de las infecciones de piel por S. aureus. 
Por lo tanto, el presente trabajo permitió elucidar una nueva función que la proteína Sbi 
comparte con SpA, la inducción de mediadores inflamatorios activando los receptores TNFR1 y 
EGFR. Más importante aún, se demostró por primera vez que Sbi posee un rol en la patogenia de las 
infecciones por S. aureus.  A pesar de las similitudes que Sbi y SpA presentan, el estudio 
comparativo de las mismas en modelos de infecciones sistémicas y localizadas permitió establecer 
que,en contraposición con la hipótesis planteada, poseen roles diferentes en la patogenia de las 
infecciones por S. aureus.  Más aún, los resultados obtenidos demuestran que el rol de un 
determinado factor de virulencia en la patogenia puede depender de la ruta de ingreso del 
microorganismo, señalando la importancia de considerar diferentes modelos experimentales al 
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